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Resumen 
La inminente necesidad de buscar fuentes energéticas alternativas a los combustibles 
fósiles ha impulsado el desarrollo de nuevas tecnologías de producción energética, entre 
ellas el bioetanol. Éste biocombustible es producido principalmente utilizando como 
materia prima grandes cultivos de maíz y caña de azúcar, lo que ha generado 
controversia frente al uso de recursos apropiados para la producción de alimentos. En 
éste trabajo se estudió la microalga Nostoc sp. LAUN015 como fuente alternativa de 
azúcares fermentables para la producción de bioetanol. Se analizó la morfología, 
composición y crecimiento del alga, encontrándose que en medio BG11 líquido, 
fotoperiodo 18:6 horas luz/oscuridad e intensidad lumínica de 250lux, almacena cerca 
del 50% del peso seco total como carbohidratos. Una vez realizada la extracción y 
caracterización físico-química de los polisacáridos extracelulares, se halló que el 32% de 
los carbohidratos corresponden a glucosa y el porcentaje restante a los azúcares 
arabinosa, manosa, xilosa y galactosa. Adicionalmente, se estudió la influencia de la 
temperatura y porcentaje de ácido sulfúrico sobre la hidrólisis del polisacárido, variando 
estos parámetros entre 95°C y 125°C y entre 1%v/v y 5%v/v respectivamente. Las 
mejores condiciones encontradas para la hidrólisis fueron 125°C y 5%v/v de ácido, a 
estas condiciones se determinó la cinética de hidrólisis. Por último se empleó el 
hidrolizado de la biomasa de microalga como sustrato para la fermentación a etanol con 
la levadura S. cerevisiae, obteniéndose un rendimiento de producción de 0.525 g 
etanol/g glucosa, consumo de 72.9% de la glucosa presente y del 20.8% del 
carbohidratos totales y rendimiento respecto a biomasa consumida de 0.054 g etanol/g 
biomasa. 
 
Palabras clave: microalgas, Nostoc, polisacárido extracelular, hidrólisis, fermentación, 
bioetanol 
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Abstract 
The world energy crisis due to the depletion of fossil fuels has driven the necessity of 
developing alternative energy sources functional and with lesser environmental impact. 
One of the new technologies is bioethanol; this biofuel is produced mainly by extensive 
crops of sugar cane and corn, which has generated a debate about its sustainability and 
the use of fertile lands to produce energy instead of food. As an alternative, this work 
analyses the use of the microalgae Nostoc sp. LAUN015 as a source of fermentable 
carbohydrates to be employed in bioethanol production. Algae's morphology, 
compositions and growth were studied giving as a result that 50% of the total dry weight 
are carbohydrates. The extracellular polysaccharide was extracted and characterized 
physically and chemically, showing presence of five sugar moieties: arabinose, galactose, 
xylose, mannose and glucose, the last one represents near to the 32% of total sugars. 
The polysaccharide was hydrolyzed studying the influence of temperature and acid 
percentage, and reaction's kinetic was determined. Finally, the hydrolyzed microalgae 
biomass was employed as substrate for ethanolic fermentation giving a yield of 0,525 g 
etanol/g glucose, with a consumption of the 72.9% of the glucose and 72.9% of the total 
carbohydrates as well as a biomass yield of 0.054g ethanol/g of biomass. 
  
Key words: microalgae, Nostoc, extracellular polysaccharide, hydrolysis, fermentation, 
bioethanol
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Introducción 
 
El continuo crecimiento de la población mundial, el aumento en el consumo energético, el 
inevitable agotamiento y la constante fluctuación en los precios de las principales fuentes 
de energía fósil como petróleo, gas natural y carbón (Escobar et al., 2009) han generado 
la necesidad de investigar sobre fuentes de energía alternas que, además de suplir la 
demanda energética, sean modelos sostenibles y renovables donde prevalezca la 
eficiencia de producción, la viabilidad económica, el bienestar social y la minimización del 
impacto ambiental. 
 
Una de las principales alternativas desarrolladas son los biocombustibles (bioetanol, 
biodiesel y otros), combustibles obtenidos de fuentes naturales capaces de reciclar el 
dióxido de carbono generado durante la combustión gracias a mecanismos fotosintéticos 
(Escobar et al., 2009), con potencial medioambiental positivo, biodegradables y 
contribuyentes a la sostenibilidad energética mundial (Demirbas et al., 2010). 
 
El bioetanol es el biocombustible más conocido y utilizado actualmente, representando 
cerca del 90% del total de los biocombustibles empleados (Singh-Nigam & Singh, 2011). 
Su proceso de producción se basa en el uso de diferentes fuentes de azúcares 
fermentables obtenidos principalmente de cultivos como caña, maíz, remolacha entre 
otros (Balat et al., 2008, John et al., 2011). Dicho proceso emplea extensos cultivos de 
materia prima y ha traído consigo una serie de inconvenientes y limitantes que han 
llevado a reconsiderar la sostenibilidad y viabilidad de este método de producción 
(Markevicius et al., 2010). Entre los principales problemas se encuentran la falta de 
disponibilidad de tierras fértiles y la consecuente competencia por suelos y recursos 
hídricos para la producción de alimentos (John et al., 2011); el exceso de tierras 
monocultivadas y  la pérdida de biodiversidad mundial (Brennan & Owende, 2010).  
2 Introducción 
 
Colombia no es ajena a esta problemática, ya que toda la producción del país estimada 
en 351 millones de litros anuales (Federación Nacional de Biocombustibles de Colombia, 
2012), proviene de extensos cultivos de caña de azúcar y yuca. Ante la necesidad de 
encontrar nuevas fuentes de biomasa carentes de las problemáticas medioambientales 
atribuidas a las empleadas actualmente, se han desarrollado extensas investigaciones 
que han derivado en la escogencia de las microalgas como una alternativa técnicamente 
y ambientalmente viable (John et al., 2011) gracias a las múltiples ventajas que este tipo 
de biomasa posee, tales como, mayor eficiencia fotosintética, rápido crecimiento respecto 
a organismos autótrofos superiores, capacidad de crecimiento en agua salada y frescas, 
y cultivo a gran escala sin requerimiento de tierras fértiles o interferencia con 
ecosistemas terrestres nativos (Huang et al., 2011, John et al., 2011).  
 
Las microalgas y particularmente las cianobacterias son organismos fotosintéticos con 
requerimientos nutricionales sencillos  (agua, luz, dióxido de carbono y sales), que 
durante su crecimiento producen considerables cantidades de carbohidratos, lípidos y 
proteínas en periodos de tiempo cortos (John et al., 2011). Estudios realizados por De 
Philippis (1998), sobre diferentes cianobacterias muestran que estas microalgas tienen la 
capacidad de producir considerables cantidades de polisacáridos en forma de capa 
mucilaginosa e intracelularmente en forma de glicógeno. Estos polisacáridos constituidos 
por más de 6 monosacáridos principalmente hexosas o en el caso del glicógeno 
netamente por glucosa, no poseen la complejidad de biopolímeros estructurales como  
hemicelulosa o lignina y su gran contenido de carbohidratos los hace excelentes 
candidatos para ser utilizados como fuente primaria de carbono en fermentación 
etanólica.  
 
Con base en lo anterior se estudió la cepa de cianobacteria nativa  Nostoc sp. LAUN015 
como una alternativa interesante en la búsqueda de fuentes de azúcares para la 
producción de etanol. Para ello se realizó un estudio morfológico, composicional y de 
crecimiento de la cianobacteria, así como la producción, composición y características 
físico-químicas de los polisacáridos extracelulares que ésta produce. Además se 
analizaron las condiciones de hidrólisis del polisacárido y su cinética de liberación de 
monosacáridos. Finalmente se empleó el hidrolizado de la microalga como sustrato en la 
producción de etanol en una reacción de fermentación con la levadura S. cerevisiae. 
  
 
1 Estado del arte en producción de bioetanol  
 
La fermentación alcohólica es una de las múltiples rutas posibles al final de la ruta 
glicolítica y ocurre cuando el piruvato, en condiciones anaerobias, se convierte en etanol 
y dióxido de carbono. El etanol posee un poder calorífico 11 MJ/L menor que la gasolina 
(Balat et al., 2008); sin embargo su alto octanaje y múltiples beneficios como combustible 
entre los que están la reducción de plomo, azufre, monóxido de carbono y material 
particulado además de la reducción neta en las emisiones de CO2, han permitido que sea 
hoy en día junto con el biodiesel los dos principales biocombustibles a nivel mundial 
(Costa & de Morais, 2011).  
 
El etanol tradicionalmente es producido por fermentación de biomasa, principalmente 
caña de azúcar y maíz, con énfasis reciente en otras fuentes como materiales 
lignocelulósicos. A pesar de su viabilidad como combustible alternativo, ha generado 
múltiples dudas acerca del empleo de tierras aptas para cultivo de alimentos así como de 
recursos hídricos necesarios en otras áreas del desarrollo humano (Huang et al., 2011, 
John et al., 2011), lo anterior ha dirigido la discusión hacia la necesidad urgente por 
encontrar fuentes de biomasa alternativas carentes de tales inconvenientes. 
 
El empleo de microalgas como materia prima para la producción de biocombustibles data 
de hace varias décadas. Específicamente entre 1978 y 1996 la Oficina de Desarrollo de 
Combustibles del Departamento de Energía de los Estados Unidos llevó a cabo uno de 
los primeros grandes esfuerzos para el desarrollo de combustibles renovables a partir de 
algas, el objetivo inicial de estudio fue la producción de hidrógeno, centrándose 
posteriormente en la producción a gran escala de biodiesel por empleo del dióxido de 
carbono proveniente en plantas de generación de energía por carbón. La conclusión del 
proyecto fue una baja proyección futura para la producción de biocombustibles a partir de 
algas debido a los altos costos de producción que en ese momento doblaban el precio de 
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los combustibles fósiles (Sheehan et al., 1998). Sin embargo hoy en día la fluctuación de 
precio de los combustibles fósiles y los estimados actuales que indican que las reservas 
de 168.800 millones toneladas de petróleo serán agotadas para el 2050 (Harun et al., 
2010) hacen urgente la necesidad de buscar alternativas en materia de sustratos de 
producción de energías renovables, entre los actuales las microalgas son una materia 
prima con gran potencial que permitirá el desarrollo de tecnologías sostenibles de 
producción de biocombustibles como el bioetanol entre otros. 
 
1.1 Producción de etanol como biocombustible 
1.1.1 Etanol como fuente de energía 
El bioetanol es un biocombustible líquido producido a partir de biomasa por la conversión 
de los carbohidratos disponibles a etanol, dióxido de carbono y energía (Balat et al., 
2008). Su atractivo radica principalmente en la renovabilidad y reducción del material 
particulado producido en la combustión.  
El etanol tiene un alto octanaje, altos limites de flamabilidad, gran rapidez de ignición y 
mayor calor de vaporización que la gasolina, lo que le permite un mayor radio de 
comprensión y menor tiempo de combustión que en conjunto aumentan la eficiencia de 
combustión en los motores. Las desventajas de este biocombustible son baja densidad 
energética respecto a la gasolina, baja presión de vapor y miscibilidad con agua (Balat et 
al., 2008). En general su combustión reduce el material particulado y la presencia de 
algunos gases pero parece incrementar la presencia de óxidos de nitrógeno. 
1.1.2 Estado actual de la producción de etanol  
En el mundo al año 2011 se produjeron en total 22.356 millones de galones anuales de 
etanol. Los mayores productores a nivel mundial como se observa en la Figura 1-1, son 
Estados Unidos empleando como sustrato maíz, y Brasil empleando como sustrato caña 
de azúcar, estos dos países cuentan una producción de 13900 y 5573 millones de 
galones respectivamente (AFDC, 2012), lo que representa cerca del 90% de la 
producción mundial total.  La tendencia de producción es el incremento como se observa 
con Estados Unidos quien ha venido aumentando la producción considerablemente año 
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tras año hasta sobrepasar incluso la producción de Brasil que desde 1976 implementó su 
tecnología de producción de etanol (Balat et al., 2008). 
 
Figura 1-1: Producción de bioetanol a nivel mundial. (AFDC, 2012) 
 
En cuanto a Colombia, la producción de bioetanol se realiza utilizando principalmente 
caña de azúcar como sustrato, solo una planta de producción nacional emplea yuca 
como sustrato. La superficie destinada en nuestro país para la producción de etanol 
corresponde a 40741 hectáreas sembradas que se ubican en la región del Cauca, Valle 
del Cauca, Risaralda y Meta (Federación Nacional de Biocombustibles de Colombia, 
2012). La producción neta diaria para el año 2011 fue en 1.27 millones de litros diarios 
con un promedio casi constante a través del año de 33 millones de litros mensuales. La 
producción en Colombia como se observa en la Figura 1-2 presenta un crecimiento neto 
entre el 2009 y el 2011, con una producción total anual en el 2011 de 351.087.626 
millones de litros. En el futuro próximo entre el 2012 y 2014 se planea que entren en 
funcionamiento 5 plantas de producción más en los departamentos de Meta, Boyacá, 
Magdalena, Santander y Quindío con la novedad de incursión de la remolacha como 
materia prima; en suma se incrementaría la capacidad de producción en 1 500.000 litros 
diarios para un total de 2.77 millones de litros diarios y un estimado anual cercano a los 
	  -­‐	  	  	  	  
	  5	  	  
	  10	  	  
	  15	  	  
	  20	  	  
	  25	  	  
2007	   2008	   2009	   2010	   2011	  
10
00
	  m
ill
on
es
	  d
e	  
ga
lo
ne
s	  
Africa	  
Australia	  	  
México	  &	  
Centroamérica	  
Otros	  
Suramérica	  
(excepto	  Brasil)	  
Asia	  (excepto	  
China)	  
Canada	  
China	  
Europa	  
Brasil	  
USA	  
6 Evaluación de los exopolisacáridos producidos por una cepa nativa de 
cianobacteria Nostoc sp. como sustrato en la producción de bioetanol 
 
1000 millones de litros anuales (Federación Nacional de Biocombustibles de Colombia, 
2012). 
Figura 1-2: Producción de bioetanol a nivel mundial (Federación Nacional de 
Biocombustibles de Colombia, 2012). 
 
1.1.3 Sustratos para la producción de etanol 
Todas las moléculas de carbohidratos tienen el potencial de producir bioetanol, sin 
embargo las fuentes primarias utilizadas hoy en días se clasifican en tres tipos: 1) 
materiales con alto contenido en sacarosa como caña de azúcar, remolacha y sorgo 
dulce 2) materiales con contenido de almidón como maíz, trigo, papa y 3) materiales 
lignocelulósicos como madera, pastos y residuos de agricultura (Balat et al., 2008). 
 
Los materiales con alto contenidos de sacarosa hacen referencia principalmente a la 
caña de azúcar y remolacha de donde provienen el 66% y 33% de la producción de 
azúcar mundial respectivamente (Balat et al., 2008). Se producen en regiones diferentes 
siendo las regiones tropicales especiales para la producción de caña de azúcar debido 
baja tolerancia a cambios climáticos. La remolacha se produce principalmente en países 
europeos y genera más rendimiento de etanol por área cultivada, además es menos 
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susceptible a cambios climáticos y requiere menor cantidad de agua y fertilizantes que la 
caña de azúcar (Balat et al., 2008). 
 
Los materiales con contenido de almidones requieren ser sometidos a un proceso de 
rompimiento del polímero para dejar disponible la glucosa que será utilizada en la 
fermentación. El maíz pertenece a este tipo de materiales y es la materia prima por 
excelencia en Norte América. Por último los materiales lignocelulósicos como residuos de 
agricultura, madera y desechos de cultivos son las materias primas más atractivas, 
disponibles y abundantes en la tierra, con un potencial estimado de 442.000 millones de 
litros de etanol por año (Balat et al., 2008). Su composición consiste de tres polímeros 
básicos, celulosa, hemicelulosa y lignina que deben ser desintegrados para liberar los 
azúcares fermentables, procesos que suponen un alto costo para el etanol producido a 
partir esta materia prima. 
 
1.1.3.1 Microalgas 
Las microalgas son consideradas unas de las primeras formas de vida en la tierra y son 
las "plantas" de crecimiento mas rápido que existen; gracias a su diversidad y capacidad 
de adaptación a numerosos ambientes son los organismos mas abundantes en la tierra 
(John et al., 2011).  
 
Son organismos fáciles de cultivar ya que requieren baja cantidad de nutrientes y la 
ausencia de estructuras como raíces y hojas favorecen su cultivo en medio 
completamente líquido. No requieren gasto energético en transporte de moléculas entre 
tejidos como las plantas vasculares, tienen una mayor eficiencia en aprovechamiento de 
energía y muestran un crecimiento rápido bajo condiciones óptimas (John et al., 2011). 
 
El principio de la producción de etanol por microalgas consiste en el cultivo de los 
microorganismos, la recolección de la biomasa, pretratamiento de la misma que puede 
ser realizado por rompimiento mecánico o por adición de enzimas, ácidos o bases que 
rompan las largas moléculas de carbohidratos y dejen disponibles los azúcares 
fermentables y por ultimo, la fermentación a etanol que se realiza por medio de 
levaduras, hongos o bacterias. Además se ha reportado que especies como 
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Clamydomonas sp., Chlorella sp., Oscillatoria sp., Cyanothece sp. y S. platensis, son 
capaces de producir etanol directamente bajo condiciones de fermentación en ausencia 
de luz (Ueno et al., 1998). 
1.1.4 Pretratamiento e hidrólisis de biomasa  
Los materiales lignocelulósicos así como los polisacáridos presentes en las microalgas 
requieren de un proceso de rompimiento para liberar los azúcares componentes, dichos 
procesos contemplan reducción de tamaño del material, pretratamiento e hidrólisis (John 
et al., 2011). 
 
El objetivo del pretratamiento es remover impedimentos y alterar la estructura del 
sustrato de tal manera que no haya obstáculos en la reacción de hidrólisis y aumente la 
eficiencia de la reacción. Un pretratamiento exitoso debe cumplir tres parámetros, impedir 
la degradación total o pérdida de los carbohidratos, mejorar la liberación de 
monosacáridos e impedir la formación de subproductos que puedan inhibir la 
fermentación (Balat et al., 2008). 
 
Estudios han mostrado que la etapa de pretratamiento es determinante para el éxito de la 
producción de etanol, puede ser llevado a cabo mediante varias maneras como 
tratamiento mecánico, explosión con vapor, explosión con fibra de amonio, tratamiento 
con dióxido de carbono supercrítico, pretratamiento con ácidos o bases, o pretratamiento 
con agentes biológicos (Balat et al., 2008, Harun et al., 2010).  
 
Posterior al pretratamiento, la biomasa se somete a hidrólisis donde ocurre rompimiento 
de una molécula por adición de una molécula de agua. La reacción de hidrólisis es:   
 
                (1.1) 
La reacción es catalizada por ácido diluido, ácido concentrado o enzimas (principalmente 
celulasas). El empleo de ácido diluido de concentraciones cercanas al 1% requiere una 
alta temperatura que oscila alrededor de 100°C y 200°C, la reacción es muy rápida sin 
embargo existe alta degradación de los azúcares presentes lo que conduce a un bajo 
! 
C6H1205( )n + nH20" #  nC6H12O6
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rendimiento en la fermentación. La hidrólisis con ácido concentrado emplea ácidos a 
concentraciones finales de 70 %v/v y se trabaja a bajas temperaturas como 40°C o 50°C, 
esto supone ventajas como la mínima degradación de los azúcares. Finalmente la 
hidrólisis enzimática se lleva a cabo a condiciones muy suaves como temperaturas entre 
30°C y 50°C y pH cercanos a 5, sin embargo las enzimas siguen siendo catalizadores 
costosos y después de una etapa de fermentación se ven inhibidas en su acción por 
presencia de compuestos producto de la hidrólisis. 
1.1.5 Fermentación 
La fermentación a etanol se lleva a cabo a partir de un carbohidrato, principalmente 
hexosas, como se muestra en la ecuación (1.2). Estequiométricamente el máximo 
rendimiento de producción es 0.51g de etanol y 0.49g de dióxido de carbono por gramo 
de hexosa consumida. 
 
                                   (1.2) 
La producción de etanol emplea principalmente organismos tolerantes a altas 
concentraciones de etanol en el medio fermentativo y de fácil manejo en grandes 
cultivos. Los más comunes son Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Pichia stitipis 
y Zymommonas mobilis (John et al., 2011).  
 
Sin embargo, los organismos empleados hoy en día tienen un rango limitado de sustratos 
por lo cual se han realizado enormes esfuerzos en materia de biología molecular e 
ingeniería genética para adaptar los genes necesarios para la degradación de varios 
azúcares en organismos hospederos de fácil manipulación genética como los que se 
presentan en la Tabla 1-1 (Balat et al., 2008). 
Tabla 1-1: Características de los cepas genéticamente modificadas para la 
producción de etanol (Balat et al., 2008) 
 
Hospedero Ara Gal Glu Man Xyl T(K) pH 
Escherichia coli + + + + + 308 6.5 
Klebsiella oxytica + + + + + 303 5.5 
! 
C6H1206" #  2C2H 5OH + 2CO2
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Zymmomonas mobilis + - + - + 303 5.5 
 
  
 
2 Cultivo y caracterización de la 
cianobacteria Nostoc sp. LAUN015 
 
Las cianobacterias son uno de los grupos mas extensos y filogenéticamente coherentes 
de procariotas. Tienen la facultad de llevar a cabo fotosíntesis oxigénica y su modo 
dominante de nutrición es autotrófico (Bertocchi et al., 1990). Algunas especies poseen la 
habilidad de fijar el nitrógeno atmosférico, lo que las cataloga como los organismos de 
requerimientos nutricionales mas simples. Las huellas de su aparición y comienzo 
evolutivo se remontan a hace 3500 millones de años, son las responsables de la 
atmósfera oxigénica presente en nuestro planeta, que permitió el desarrollo de la gran 
mayoría de especies vivas existentes hoy en día. Los rasgos morfológicos y estructurales 
de las cianobacterias han sido conservados ampliamente a lo largo de su historia lo que 
indica que a pesar de su larga presencia en la tierra han sufrido una evolución menos 
drástica que otros organismos fotosintéticos (Bertocchi et al., 1990).  
 
Las cianobacterias poseen una diversidad morfológica característica: pueden ser 
unicelulares o filamentosas, crecen en gran variedad de ambientes terrestres, acuáticos 
(marinos y de agua dulce), y extremos, como glaciares y desiertos (De Philippis et al., 
1998); además toleran un amplio rango de temperaturas que en algunas especies varía 
desde 4°C hasta 60°C (Singh & Das, 2011, De Philippis et al., 1998). Pueden presentar 
dos tipos de células: los aquinetos vegetativos y los heterocistos, estos últimos 
especializados en la fijación de nitrógeno atmosférico que les permite crecer en 
condiciones diazotrópicas. Las células vegetativas poseen un aparato fotosintético 
situado en los tilacoides, cerca a los ficobiliproteomas lugar donde almacenan los 
pigmentos ficobiliproteicos que actúan como receptores fotónicos a diferentes longitudes 
de onda que las clorofilas, ampliando el espectro de recepción energética de este tipo de 
organismos fotoautótrofos (Bertocchi et al., 1990).  
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A lo largo de la historia, muchas cianobacterias han sido empleadas para usos en la 
industria. Entre los mas representativos se encuentran 1) como suplemento alimenticio, 
2) en la extracción de compuestos químicos de interés como pigmentos fluorescentes, 
drogas y toxinas, 3) en el tratamiento de aguas residuales por su capacidad de retener 
iones de metales, y 4) como biofertilizantes aprovechando la capacidad fijadora de 
nitrógeno atmosférico de algunas especies (Bertocchi et al., 1990). Por ultimo, gracias a 
las nuevas tendencias industriales de producción sostenible, se han convertido en 
organismos de interés en procesos de producción biotecnológica ya que son los únicos 
organismos procariotas que realizan fotosíntesis, por tanto la sencillez de su estructura 
genética respecto a organismos eucariotas, las hace supremamente atractivas en usos 
como biología molecular, ingeniería genética, ingeniería  metabólica y biología sintética. 
 
En este capítulo se presentará una caracterización parcial en cuanto a rasgos 
morfológicos y composicionales de la cianobacteria nativa Nostoc sp. LAUN015, además 
del estudio de las condiciones necesarias para la expresión de polisacáridos 
extracelulares como mucílago. 
 
2.1 Materiales y métodos 
2.1.1 Cultivo de la cianobacteria Nostoc sp. LAUN015 
2.1.1.1 Microorganismo 
La cianobacteria Nostoc sp. LAUN015 perteneciente al cepario de Microalgas del 
Departamento de Biología de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotá. La 
cepa fue mantenida en el cepario en medio sólido BG11 en cajas de Petri, fotoperiodo 
18:6 h luz/oscuridad, intensidad lumínica variable y temperatura ente 25°C y 32°C. 
2.1.1.2 Condiciones de cultivo  
La cianobacteria se cultivó bajo condiciones estériles en medio BG11 líquido (ver anexo 
A) en volúmenes de 200 mL en recipientes de vidrio de forma aplanada de 375 mL y en 
volúmenes de 1L en recipientes de vidrio de forma cilíndrica de capacidad de 2L. El 
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inóculo empleado fue de 5 %v/v proveniente de cultivos en medio líquido BG11 donde se 
había cultivado previamente la cianobacteria proveniente del cepario. La iluminación se 
realizó con lámparas de luz blanca Sylvania Standard F18T8/D, con intensidad lumínica 
de 250 lux en ciclos de luz-oscuridad de 18:6 horas. La aireación se realizó mediante un 
difusor de vidrio sumergido empleando aire atmosférico previamente esterilizado por filtro 
HEPA, la temperatura del cuarto de cultivo se mantuvo entre 25°C y 32°C. Al finalizar 
cada cultivo se monitoreó la contaminación por observación en el microscopio. 
 
2.1.1.3 Cinética de crecimiento: 
La cinética de crecimiento se realizó en recipientes de 375 mL con 200 mL de medio 
BG11; el inóculo en cada recipiente fue de 5 %v/v. Las condiciones de cultivo fueron las 
mencionadas en el numeral anterior. El crecimiento se determinó por peso seco de la 
biomasa obtenida (ver numeral 2.1.2) con descarte de las muestras empleadas. La 
producción de polisacárido se midió por el método fenol-ácido sulfúrico (Dubois et al. 
1956) en el sobrenadante del cultivo. Todas las mediciones se realizaron por triplicado. 
2.1.2 Determinación de peso seco  
2.1.2.1 Equipos   
La biomasa fue recuperada mediante centrifugación en una centrifuga Rotofix 32 Hettich 
Zentrifugen (Tuttlingen, Alemania). En la determinación de los pesos de la biomasa 
húmeda y seca se empleó una balanza analítica Mettler-Toledo AB204-S (Suiza). Para la 
eliminación de la humedad se empleó un horno de secado Diahan LabTech LDO060E 
(Korea).  
2.1.2.2 Método   
El alga se dejó precipitar durante 2 horas en los recipientes donde fue cultivada, se retiró 
el sobrenadante y la biomasa se centrifugó a 1789 g durante 20 minutos a temperatura 
ambiente. Se retiró el sobrenadante mediante vaciado y el pellet se depositó en cajas de 
petri, se pesó la muestra húmeda y se sometió a secado convencional a 60°C hasta no 
observar variación en el peso de la muestra (aprox. 48 horas). 
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El análisis de peso seco del alga se basa en la eliminación de la humedad contenida en 
la muestra. Para calcular el contenido de humedad se empleó el siguiente algoritmo: 
X: Peso inicial de la muestra húmeda (g) 
Y: Peso final de la muestra (posterior a secado) (g) 
 %humedad = 1! YX
"
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%
&
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&
'*100  
2.1.3 Contenido de azúcares totales 
2.1.3.1 Materiales y Equipos  
Se empleó una suspensión de 5 mg/mL de alga previamente liofilizada a -50°C, 0,02 bar 
durante 24 horas en el equipo Labconco FreeZone 2.5 L Benchtop (Kansas City, MO, 
USA), en agua destilada y desionizada. El alga suspendida se maceró en mortero de 
cerámica y se sometió a sonicación durante 16 minutos totales en intervalos de 30 s on / 
30s off, amplitud 25%, cuerno ½¨, en cama de hielo, en el equipo Branson Sonifier 450 
digital (Danbury, CT, USA). Se recuperó el sobrenadante y se empleó en la medición de 
carbohidratos totales. Todos los reactivos empleados fueron de grado analítico. Como 
patrón se utilizó Glucosa D(+)anhidra Merck (Darmstadt-Alemania). En el ensayo se 
utilizaron los reactivos Fenol Merck (Darmstadt-Alemania) y Ácido sulfúrico >98% 
Panreac (Barcelona-España). Las mediciones espectrofotométricas se realizaron en el 
equipo Genesys 20 Thermo Scientific, modelo 4001/4 (Waltham, MA, USA) 
2.1.3.2 Método 
El ensayo de determinación de azúcares totales se llevó a cabo mediante el método 
fenol-ácido sulfúrico propuesto por Dubois et al., (1956), que permite determinar 
carbohidratos presentes por medio de deshidratación de azúcares y formación de 
compuestos coloreados como hidroximetilfurfural y furfural.  El ensayo se realizó teniendo 
en cuenta las modificaciones al método de Dubois et al., (1956) propuestas por Melgarejo 
(2010).  Para la realización de la curva de calibración se empleó una solución de patrón 
con concentración 1.004 mg/mL. Todas las mediciones se realizaron por triplicado. 
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2.1.4 Contenido de ácidos urónicos 
2.1.4.1 Materiales y Equipos  
Se empleó la misma solución de alga que para la determinación de carbohidratos totales. 
Todos los reactivos empleados fueron de grado analítico. El patrón utilizado fue Ácido D-
glucurónico >98% Sigma-Aldrich (Saint Louis MO, USA). En el ensayo se utilizaron Ácido 
sulfúrico >98% Panreac (Barcelona-España); Ácido benzóico Merck (Darmstadt-
Alemania); Tetraborato de sodio decahidratado Merck (Darmstadt-Alemania); Carbazol 
Merck (Darmstadt-Alemania) y Etanol anhidro Panreac (Barcelona-España). Las 
mediciones espectrofotométricas se realizaron en el equipo Genesys 20 Thermo 
Scientific, modelo 4001/4 (Waltham, MA, USA) 
2.1.4.2 Método  
La determinación de ácidos urónicos se realizó siguiendo el método desarrollado por 
Dische (1947) y modificado por Bitter et al., (1962). El método se basa en la  
deshidratación de ácidos urónicos y formación de estructuras de furánicas como ácido 2-
furancarboxilico y del ácido 5-formil-2-furancarboxilico, que al reaccionar con carbazol a 
altas temperaturas desarrolla un compuesto de coloración rojo intenso (Li et al., 2007). 
En la realización de la curva de calibración se empleó una solución patrón 1.002 mg/mL, 
para las determinación de ácidos urónicos presentes. Todas las mediciones se realizaron 
por triplicado. 
2.1.5 Contenido de proteína soluble 
Para la determinación de proteína soluble, se empleo el kit Bradford Protein Assay de 
Biorad®, con patrón de albumina sérica bovina. Se empleó la misma solución de alga 
que para la determinación de carbohidratos totales y ácidos urónicos. Las mediciones 
espectrofotométricas se realizaron en el equipo Genesys 20 Thermo Scientific, modelo 
4001/4 (Waltham, MA, USA). Todas las mediciones se realizaron por triplicado.   
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2.1.6 Cenizas 
Las cenizas fueron determinadas siguiendo la norma ASTM D2974 para determinación 
de cenizas en materia orgánica. La muestra analizada fue un gramo de alga seca (previo 
secado a 60°C en horno Daihan Labtech, (Korea) hasta no observar variación en el peso 
de la muestra). En el método se pre-calcinó la muestra a 105°C durante 2 horas y luego 
se sometió durante 3 horas a 440°C en mufla. El contenido de cenizas se halló por 
sustracción de pesos secos antes y después de la calcinación de la muestra. 
 
2.2 Resultados y discusión 
 
2.2.1 Cultivo y crecimiento de la cepa 
2.2.1.1 Cultivo en medio sólido y líquido 
La cianobacteria Nostoc sp. LAUN015 proveniente del cepario se encontraba en 
condiciones de poca viabilidad, baja pigmentación y en algunos sectores presentaba 
decoloración total, producto de la falta de resiembras periódicas del ejemplar mantenido 
en el cepario. 
Debido a lo anterior, la obtención de un cultivo en medio sólido con crecimiento exitoso, 
requirió múltiples siembras, evaluación de diferentes medios y modificación de las 
condiciones de humedad y preparación de medio, con el fin de lograr colonias viables 
que pudieran ser empleadas como inóculo para cultivo en medio líquido.  
El proceso de resiembra en medio sólido y recuperación de viabilidad de la cepa tomó 
aproximadamente 6 semanas. Se encontró que la cianobacteria Nostoc sp. LAUN015 
presenta crecimiento en los medios BG11 y BG110, más no, en otros medios evaluados 
como BBM ó f/2. Asimismo, se observó que los medios sólidos BG11 que contenían el 
doble de humedad respecto al medio propuesto por Andersen et al., (2005) presentaban 
mayor rapidez de crecimiento. 
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El cultivo de la cepa en medio líquido presentó una serie de inconvenientes entre los 
cuales se cuentan: muerte casi inmediata del inóculo empleado (de 1 a 2 días) observada 
en la decoloración del mismo; fragmentación del inóculo con posterior decoloración y 
muerte celular, y falta de crecimiento a pesar de que el inóculo no presentaba signos de 
muerte celular. Debido a que la cianobacteria Nostoc sp. LAUN015 es una cepa de tipo 
terrestre la obtención de un cultivo con habilidad de crecimiento en medio líquido requirió 
multiplicidad de ensayos, así como ganancia en la experticia para reconocer de 
comportamiento del cultivo en los diferentes estadios de crecimiento, que finalmente 
derivaron en el crecimiento exitoso de la cepa en medio líquido. Entre las observaciones 
obtenidas a través de la práctica acerca del crecimiento en medio líquido a partir de 
colonias cultivadas en agar se cuentan:  
• El crecimiento del cultivo es detectable aproximadamente 10 ó más días a partir 
de la inoculación del medio; esto puede generar errores de descarte de cultivos 
viables.  
• La colonia inóculo obtenida de medio sólido es compacta y sufre fragmentación 
cuando se cultiva en medio líquido, la rapidez de la fragmentación depende de la 
compacticidad de la colonia empleada y ocurrir desde el segundo día de 
crecimiento o no ocurrir. Se observó que los cultivos con fragmentación rápida del 
inóculo aparentemente presentan mayor rapidez de crecimiento. 
• A partir de la obtención de un cultivo exitoso en medio líquido, se puede emplear 
el mismo como inóculo de otros cultivos y el crecimiento no presenta una fase de 
adaptación tan extendida como la que se encuentra cuando se emplean inóculos 
provenientes de agar sólido. 
• Por ultimo, el alga requiere observación constante durante el crecimiento ya que 
producto de la agitación tiende a adherirse a la parte superior de los recipientes 
donde no existe medio líquido y por carencia de nutrientes sufre despigmentación 
y rápida muerte celular. 
2.2.1.2 Características de la microalga en medio sólido y líquido 
La cepa Nostoc sp. LAUN015 exhibe morfologías macroscópicas ligeramente diferentes 
al ser cultivada en medio sólido o líquido. En la Figura 2-1 se observa la cianobacteria 
cultivada en medio sólido; presenta una apariencia gelatinosa y firme que indica la 
presencia de una capa mucilaginosa en su estructura. Esta característica es compartida 
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por la mayoría de especies Nostocales aisladas de medios terrestres, que emplean el 
mucílago producido principalmente para la retención de agua y quelación de metales 
necesarios para su crecimiento (De Philippis et al., 2000, Doods et al., 1995). Durante el 
crecimiento, se observa generación de pequeñas colonias redondeadas a partir de 
colonias antiguas en un proceso similar a la gemación, aspecto común a varias especies 
y reportado previamente para Nostoc prunforme y Nostoc cordubensis (Dodds et 
al.,1995). 
 
Figura 2-1: Morfología de Nostoc sp. LAUN015 en medio sólido (medio BG11), escala 
10mm. 
 
 
En medio líquido la cepa presenta crecimiento no homogéneo, con presencia de colonias 
de diferentes tamaños producto de la fragmentación de colonias grandes (Figura 2-2). La 
cianobacteria alcanza rápidamente una coloración verde intensa, casi negra; la fuerte 
pigmentación es debida a la presencia de pigmentos accesorios a la clorofila llamados 
ficobilinas y que son característicos de cianobacterias y de algunas algas rojas (Doods et 
al., 1995). La coloración tan intensa que presenta el cultivo no pareció afectar el 
crecimiento por interferencia en la captación fotónica de la microalgas ubicadas a mayor 
lejanía de la fuente lumínica. 
 
Figura 2-2: Cultivo de Nostoc sp. en medio líquido condiciones no diazotrópicas, 
volúmen 1L. a. 3 días de cultivo, b. 10 días de cultivo. 
10mm 
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A nivel microscópico se comprueba que Nostoc sp. LAUN015 es una cianobacteria 
filamentosa con expresión heterocística (Figura 2-3). Presenta filamentos largos con leve 
diferenciación entre células. Los aquinetos vegetativos exhiben una forma ovalada de 
dimensiones aproximadas de 6 micras de longitud, y 3-4 micras de ancho. Los 
heterocistos presentes se diferencian plenamente de las células vegetativas por su forma 
ovalada mas definida y mayor tamaño; se encuentran intercalados en el filamento a 
distancias variadas o en la terminación del mismo.  La frecuencia y expresión de los 
heterocistos en Nostoc sp. LAUN015 varía según las condiciones diazotrópicas y no 
diazotrópicas del cultivo como se puede apreciar en la (Figura 2-4). En medio sin 
presencia de nitrógeno inorgánico la expresión de heterocistos fue abundante, con 
frecuencia de aparición cada 25 ó 30 células vegetativas, a diferencia del medio con 
presencia de nitrógeno inorgánico en el cual la expresión de heterocistos fue muy 
escasa, observándose esporádicamente en algunos filamentos. Este comportamiento 
permite inferir que Nostoc sp. LAUN015 ejerce un control en la expresión de los genes 
encargados de la formación de heterocistos y es dependiente de la presencia de 
nitrógeno en el medio de cultivo. 
 
 
 
 
 
 
a b
a b 
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Figura 2-3: Fotografía de heterocisto en Nostoc sp. LAUN015.  Escala división 10µm.  
 
 
 
Figura 2-4: Comparación de la expresión de heterocistos en Nostoc sp. LAUN015. a. 
Condiciones diazotrópicas, medio BG110, (ver anexo A) b. Condiciones no diazotrópicas, 
medio BG11. Escala 10µm. 
 
 
2.2.1.3 Expresión de exopolisacáridos 
La expresión de polisacáridos capsulares se observó al microscopio por medio de una 
tinción negativa con tinta china; está tinción permite diferenciar el polisacárido ya que se 
excluyen las partículas componentes de la tinta, por tanto la capa mucilaginosa se 
observa clara en contraste con el fondo oscuro. Como se observa en la Figura 2-5, 
a b
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Nostoc sp. LAUN015 expresa una capa de polisacárido uniforme y continua que 
corresponde a varias veces el grosor del filamento. 
La presencia y forma que adquiere el mucílago han sido estudiadas ampliamente en 
especies de Nostoc por De Philippis et al., (2000), su trabajo derivó en la identificación de 
tres morfologías características del mucílago: una cápsula definida que rodea una 
subcápsula en el filamento, una cápsula definida sin presencia de subcápsula y un 
mucílago amorfo que no representa la forma del filamento. El mucílago que expresa la 
cepa estudiada es semejante a una capsula definida sin presencia de subcápsula que 
sigue la forma del filamento y lo recubre en su totalidad. El espesor de la capa 
mucilaginosa es considerablemente grande, un rasgo típico de especies terrestres que lo 
emplean principalmente como un mecanismo efectivo de retención de agua que las 
protege de condiciones ambientales desfavorables (De Philippis et al., 2000, Tamaru et 
al., 2005). 
 
Figura 2-5: Exopolisacáridos presentes como envoltura celular en Nostoc sp. 
LAUN015 (tinción negativa, el polisacárido se observa como la estructura clara). 
 
 
2.2.2 Cinética de crecimiento  
La cinética de crecimiento se realizó por peso seco de la biomasa obtenida. En la curva 
obtenida (Figura 2-6) se distingue un crecimiento constante e ininterrumpido de la cepa 
durante los 20 días que duró el ensayo. No se detecta una fase de adaptación definida, 
pero sí existe crecimiento mas lento de la cianobacteria durante los 7 primeros días de 
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cultivo; y a partir de este tiempo la cepa empieza una fase de crecimiento exponencial 
donde la pendiente de la curva es máxima entre los días 7 y 11 y posteriormente el 
crecimiento continua a una tasa menor hasta la finalización del ensayo.  
 
Figura 2-6: Cinética de Crecimiento de Nostoc sp. LAUN015  
 
Estudios realizadas en otras especies como Nostoc SAG 2306 (Abdel-Basset et al., 
2011) en el mismo medio y condiciones similares de fotoperiodo, muestran una fase de 
adaptación de 96 h; la cinética de esta cepa se llevo a cabo durante 200 h por medición 
de clorofila y se observó crecimiento exponencial sin alcanzar la fase estacionaria. Los 
datos aportados en cuanto a peso seco alcanzado son los correspondientes a 72 h y 120 
h tiempo en el cual la cepa tuvo un crecimiento de 0.08 g/L; en el caso de Nostoc sp. 
LAUN015, durante el mismo tiempo el crecimiento neto fue de 0.145 g/L, casi el doble de 
la cepa Nostoc SAG 2306.  
 
De igual forma, para la nostocal Anabaena PCC7120, Gouce et al., (2011) presenta una 
cinética de crecimiento de 15 días, donde compara el crecimiento en condiciones 
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heterotróficas y autotróficas. En condiciones autótrofas la cianobacteria continúa en fase 
de crecimiento a los 15 días de cultivo, con un rendimiento neto de peso seco de 0.6 g/L; 
a ese mismo tiempo Nostoc sp. LAUN015 alcanza un rendimiento neto de 
aproximadamente 1.8 g/L, correspondiente a 3 veces el crecimiento de Anabaena en 
condiciones de cultivo muy similares. Al cultivar Anabaena en medio heterotrófico con 
fuente de glucosa de 18 g/L el máximo crecimiento se alcanza a los 12 días con peso 
seco neto de 3.1 g/L, mientras que Nostoc sp. LAUN015 cultivada en condiciones 
autótrofas presenta un rendimiento de 1.4 g/L, cercano a la mitad de lo reportado para 
Anabaena empleando glucosa como fuente principal de carbono. 
 
Nostoc sp. LAUN015 tiene un rendimiento neto en peso seco mayor a otras especies 
como Nostoc SAG 2306 y Anabaena PCC 7120, cultivadas en condiciones muy 
similares. Además, a pesar de poseer una etapa de crecimiento que se prolonga por mas 
de 20 días, la mayor producción de biomasa respeto a otras especies podría significar 
una producción de biomasa similar a la alcanzada por cepas con ciclos de crecimiento 
mas cortos. 
2.2.3 Análisis químico de la cianobacteria Nostoc sp. LAUN015. 
 
Tabla 2-1: Análisis químico y propiedades de la Cianobacteria Nostoc sp. LAUN015  
 
Análisis de la cianobacteria Nostoc sp. LAUN015 
Propiedades  %Peso 
Promedio±Des.Est 
n=3 
Composición Químicac  Peso% 
Promedio±Des.Est 
n=3 
Contenido de humedada 98.65 ± 0.06 Carbohidratos totales 50.52 ± 0.23 
Contenido de solidos secos 1.35 ± 0.06 Ácidos urónicos 4.53 ± 0.02 
Contenido orgánicob 88.43 Proteína soluble 14.79 ± 0.12 
Contenido de cenizas 11.57  
aPromedio de las mediciones, bCalculado por diferencia c Base: materia orgánica 
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2.2.3.1 Porcentaje de humedad y contenido de cenizas 
El porcentaje de humedad contenida en algas es comúnmente mayor a la presentada por 
otros organismos, y  varía considerablemente en función de las condiciones ambientales. 
Por ejemplo para algunas cianobacterias como Synechococcus elongatus, Oscillatoria 
sp. y Limnothrix amphigranulata se ha determinado un porcentaje promedio de humedad 
de entre 99.90% y 99.50%, que las ubica entre los organismos con mayor contenido de 
agua. Otras cianobacterias como Oscillatoria limnetica, Spirulina sp., y Lyngbya 
majuscula presentan porcentajes de humedad entre 81.5% y 84.7% (Torres-Ariño & 
Mora-Heredia, 2012)  que a pesar de ser mayores a otros organismos procariotas es 
considerablemente mas bajo que el reportado para microorganismos de su misma 
especie. El resultado obtenido de cerca del 98.7% de humedad en Nostoc sp. LAUN015 
es bastante alto y la ubica en el rango reportado para otras cianobacterias (Torres-Ariño 
& Mora-Heredia, 2012). El porcentaje de humedad alto es común a cianobacterias de 
ambientes terrestres (De Philippis et al., 2000) y tiene relación directa con la producción 
de algún tipo de exopolisacárido, que funciona como reservorio de humedad 
permitiéndole sobrevivir en condiciones secas.  
 
Las cenizas son quizás uno de los componentes que más varían a lo largo del 
crecimiento de las microalgas, por ejemplo corresponden al 15% del peso total en 
cultivos de S. elongatus de 1 día y a cerca del 50% en cultivos de 1 mes de antigüedad 
(Torres-Ariño & Mora-Heredia, 2012). En general en porcentaje de cenizas en 
cianobacterias oscila entre el 2% hasta cerca del 50% (Torres-Ariño & Mora-Heredia, 
2012), tal variación se da incluso en especies del mismo género y limita la 
contextualización del valor obtenido para Nostoc sp. LAUN015 que fue cercano al 11% 
del peso total del alga en cultivos de 18 días de antigüedad.  
2.2.3.2 Contenido de proteína 
El contenido proteico de las algas ha sido ampliamente estudiado gracias al alto 
porcentaje de proteína  y en especial de aminoácidos esenciales contenido por algunas 
especies como Spirulina platensis y Arthospira maxima, y por lo cual se les considera 
como una fuente proteica potencial para consumo humano y animal (Becker, 2007).  
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La cantidad de proteína presente en las microalgas es muy variable y en cianobacterias 
alcanza valores bastante distantes, como los reportados por Becker (2007) y Gonzalez 
Lopez et al., (2010) para Synechococcus sp. Spirulina platensis, Anabaena cylindrica y 
Arthospira sp. que poseen entre el 45% y 63% de proteína, mientras que especies como 
Spyrogira sp. y Synechocystis sp. solo poseen entre 6% y 20% de proteína. En la 
determinación del porcentaje de proteína es valido aclarar que muchos de los reportes 
generados para microalgas realizan la cuantificación de proteína por determinación del 
nitrógeno total; dicho método puede generar sobreestimación de la cantidad de proteína 
existente, en especial en cianobacterias ya que la cantidad de ácidos nucleicos y otros 
compuestos como aminoazúcares es mayor y aporta considerablemente al nitrógeno 
total cuantificado (Becker, 2007, Hori et al., 1990).  
El porcentaje de proteína obtenido para Nostoc sp. LAUN015 es cercano al 16% del peso 
seco total del alga; como se mencionó anteriormente el porcentaje de proteína en 
cianobacterias es muy variable, sin embargo el valor obtenido para LAUN015 es muy 
cercano al reportado por Gao (1998) para la nostocal Nostoc flagelliforme (21,3%). 
2.2.3.3 Contenido de carbohidratos 
En muchas especies del genero Nostoc se ha estudiado la formación de una capa 
mucilaginosa extracelular que corresponde a gran parte de los carbohidratos contenidos 
por el alga y que puede ser excretada al medio de cultivo o contenida totalmente en 
forma de las capas exocelulares (Bertocchi et al., 1990, De Philippis et al., 1998, 2000, 
Otero & Vincenzini, 2004).  
 
A pesar de que la gran mayoría de Nostoc tienen capacidad formadora de mucílago 
gracias a su origen terrestre o de ambientes extremadamente secos, solo algunas 
especies excretan parte del polisacáridos al medio para modificar las propiedades del 
mismo. Como lo reporta De Philippis et al., (1998) cerca de la mitad de las 40 especies 
de Nostoc evaluadas en su estudio presentaron tal característica. En el caso de Nostoc 
sp. LAUN015 existe una formación exterior mucilaginosa evidente (Figura 2-5) pero no 
presenta excreción significativa del polisacárido al medio en ningún estadio durante su 
crecimiento, por lo tanto todos los azúcares son conservados en las capas exocelulares e 
intracelularmente, particularidad que concuerda con estudios realizados por Singh & Das 
(2011) que muestran que en las cianobacterias filamentosas (Nostoc, Anabaena, 
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Calothrix y Cylindrospermum) los polisacáridos contenidos como mucílago corresponden 
como mínimo al 89% del total contabilizado para la célula.  
 
Investigaciones acerca de contenido total de polisacáridos en algas muestran las 
cianobacterias filamentosas con presencia de heterocistos producen mas cantidad de 
polisacáridos que las cianobacterias unicelulares (Singh & Das, 2011). Como ejemplo, 
Flaibani et al., (1989) reportó que cerca del 70% del peso seco de Nostoc calcicola, 
especie filamentosa con presencia de heterocistos, corresponde a carbohidratos 
provenientes del mucílago; así mismo Becker (2007) reportó el contenido de 
carbohidratos totales para otras cianobacterias con y sin capacidad fijadora de nitrógeno 
como Anabaena cylindrica (30%), Spirulina platensis (14%), Synechococcus sp. (15%) 
mostrando que las cepas como S. platensis y Synechococcus sp. que no expresan 
heterocistos presentan menor porcentaje de carbohidratos que A. cylindrica y N. calcicola 
especies fijadoras de nitrógeno.  En Nostoc sp. LAUN015 se encontró que la cantidad de 
azúcares totales corresponde al 50% del total de la biomasa seca, valor que está en el 
rango reportado para especies de su género con características similares. 
 
Debido a los múltiples roles de protección que juegan los polisacáridos en la célula contra 
deshidratación, fagocitosis, reconocimiento de anticuerpos, mutaciones y lisis celular 
(Pereira et al., 2009), ha sido reportado que los parámetros de cultivo como temperatura, 
intensidad lumínica, fotoperiodo y fuente de nitrógeno así como la edad del cultivo 
afectan la producción y composición de los polisacáridos extracelulares producidos por 
microalgas (Singh & Das, 2011, De Philippis et al., 1998).   Por ejemplo para Nostoc 
calcicola RDU3 (Singh & Das, 2011) el aumento en las horas de exposición a luz tienen 
una relación proporcional con el crecimiento y la producción de polisacáridos hasta un 
máximo de 16 h de luz, a partir de este fotoperiodo el crecimiento disminuye pero la 
producción de polisacáridos continua incrementándose. Este comportamiento se debe a 
que las cianobacterias son los únicos organismos bacterianos que presentan un reloj 
biológico llamada ciclo circadiano. Este ritmo biológico permite que la cianobacteria 
controle ciertos procesos celulares en diferentes momentos independientemente de los 
ciclos lumínicos (Stöckel et al., 2008). Los procesos de acumulación de polisacáridos no 
se ven afectados en fotoperiodos superiores a 16h de luz, pero procesos como fijación de 
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nitrógeno y respiración celular requieren ciclos de oscuridad que si no están presentes 
afectan el normal crecimiento de la cianobacteria. 
 
La influencia de los parámetros de cultivo en la producción de polisacáridos de otras 
cianobacterias demuestra la conveniencia en un futuro de analizar como la variación de 
condiciones afecta la producción y composición de los polisacáridos en la cepa de 
estudio para encontrar las condiciones de máxima producción y presencia de azúcares 
fermentables como hexosas principalmente glucosa. 
 
 
 

  
 
3 Extracción y caracterización del 
exopolisacárido producido por Nostoc sp. 
LAUN015.  
 
Los exopolisacáridos (EPS) producidos por microorganismos  son sustancias poliméricas 
extracelulares de origen biológico que participan en la formación de agregados 
microbianos y comprende las denominaciones polisacáridos extracelulares, 
exopolisacáridos y exopolímeros (Trabelsi et al., 2009). Ocurren en dos formas 
dependiendo de su locación, como cápsula donde el polímero esta íntimamente asociado 
con la superficie celular, o como limo donde la asociación a la superficie celular es más 
débil y no representa necesariamente la forma celular (Trabelsi et al., 2009, De Philippis 
et al., 1998). Los EPS pueden contener fracciones de proteínas, fosfolípidos aparte de 
los polisacáridos presentes. 
 
Los EPS producidos por cianobacterias poseen características particulares respecto a los 
producidos por otras bacterias y algas, ya que poseen naturaleza aniónica, contienen uno 
ó mas ácidos urónicos diferentes (Hough et al., 1952, De Philippis et al., 1998, Nicolaus 
et al., 1999, Okajima-Kaneko et al., 2007, Trabelsi et al., 2009) y tienen presencia de una 
o mas pentosas (ausentes en otros polisacáridos de origen procarióticos), que actúan 
protegiendo los enlaces glicosídicos de la degradación por glucan-hidrolasas. Además, 
son bastante complejos e incluyen la presencia de tres ó más monosacáridos neutros 
(De Phillipis et al., 1998, Singh & Das, 2011). 
 
Las particularidades anteriormente mencionadas les confieren a los EPS provenientes de 
cianobacterias ventajas sobre otros polisacáridos en áreas como: la industria alimenticia 
y la industria cosmética, gracias a las propiedades espesantes y emulsificantes (De 
Philippis et al., 1998, 2000; Parikh & Madamwar, 2006); en la industria farmacéutica 
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como vehículo por su capacidad de liberación controlada de medicamentos y en el 
tratamiento de aguas residuales por la quelación de metales presentes en soluciones 
acuosas (Trabelsi et al., 2009). 
 
Hasta ahora solo algunos polisacáridos producidos por cianobacterias se han estudiado 
respecto a su estructura física propiedades estructurales y reológicas; por lo cual se 
realizó la hidrólisis y la caracterización físico-química del polisacárido producido por la 
cepa Nostoc sp. LAUN015 con el fin de lograr un mayor conocimiento sobre el 
composición y propiedades del mismo que permita establecer adecuadamente posibles 
aplicaciones o usos potenciales en áreas adicionales al empleo como sustrato para 
fermentaciones. 
 
3.1 Materiales y métodos 
3.1.1 Extracción y purificación del polisacárido 
Cultivos de Nostoc sp. LAUN015 en medio BG11 líquido realizados a las condiciones 
mencionadas previamente (capítulo 2, numeral 2.1.1.2) se recolectaron a los 18 días de 
crecimiento. Se centrifugaron a 1789 g durante 20 min a temperatura ambiente en una 
centrifuga Rotofix 32 Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Alemania). El pellet se recuperó y se 
liofilizó a -50°C, 0,02 bar durante 24 horas en un equipo Labconco FreeZone 2.5 L 
Benchtop (Kansas City, MO, USA). El alga liofilizada fue sometida a extracción de 
polisacáridos según el método reportado por Huang et al., (1998), con previa 
modificación para remoción de ficobiliproteínas propuesta por Okajima-Kaneko et al., 
(2007). En la remoción de pigmentos ficobiliproteicos se realizó congelamiento-
descongelamiento y lavado con agua destilada una vez. Posteriormente se removió 
clorofila del alga empleando 100 mL de etanol 96% v/v Panreac (Barcelona, España) por 
gramo de alga durante 36 horas, agitación magnética y recambio de etanol cada 12 
horas. El alga se rehidrató durante 12 horas con agua destilada (100 mL de agua por 
gramo de alga seca) y se extrajo el polisacárido con una solución 0.1M de hidróxido de 
sodio Merck (Darmstadt, Alemania) a 92°C durante 4 horas. El sobrenadante se filtró con 
filtro de 2 µm de poro y se concentró hasta la décima parte de su volumen inicial en 
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rotavapor IKA RV10 digital V (Wilmington, NC, USA) a condiciones 50°C, 50rpm y 20 
inHg de vacío. El concentrado se filtró de nuevo por filtro de 2µm; el polisacárido se 
precipitó con etanol al 96%v/v hasta lograr una concentración final de 80%v/v. El 
precipitado se filtró empleando papel filtro de tamaño de poro 2µm, se lavó con 50mL de 
acetona Merck (Darmstadt, Alemania) y se sometió a liofilización (-50°C, 0,02 bar, 24 
horas). El polisacárido se conservó sellado a 4°C para la realización posterior de los 
análisis de caracterización. 
3.1.2 Contenido de azúcares totales, ácidos urónicos y proteína 
del polisacárido 
En la determinación de azúcares totales, ácidos urónicos y proteína presente en el 
polisacárido se empleó una solución de concentración 5.77 mg/mL de polisacárido 
liofilizado en agua destilada, y las mediciones se llevaron a cabo mediante los métodos 
fenol-ácido sulfúrico, carbazol-ácido sulfúrico y Bradford, respectivamente, de la misma 
manera que se realizó para el alga seca (Capítulo 2). 
3.1.3 Hidrólisis y composición de azúcares en el polisacárido 
Se estudió la influencia de la temperatura y porcentaje de ácido empleado en la hidrólisis 
del polisacárido obtenido de Nostoc sp. LAUN015. La hidrólisis se realizó en recipientes 
de vidrio herméticos Schott-Duran de 100mL donde se cargaron 10 mL de una solución 
5.77 mg/mL de polisacárido liofilizado en agua destilada. Se empleo Ácido sulfúrico 
>98% Panreac (Barcelona-España), en concentraciones de 1%v/v y 5%v/v, la hidrólisis 
se llevó a cabo en un horno Diahan LabTech LDO060E (Korea) a temperaturas de 95°C 
o 125°C durante 90 minutos. Posterior a la hidrólisis se neutralizó la solución con 
Hidróxido de Bario octahidratado  Merck (Darmstadt-Alemania) y se filtró con papel filtro 
tamaño de poro 2 µm. El diseño estadístico fue factorial con triplicados en cada ensayo.  
 
El análisis de los resultados de la hidrólisis se realizó por HPLC (LaChrom Elite Hitachi, 
Japón), detector IR, empleando una columna SugarPak Waters®, temperatura 70°C, flujo 
0.5 mL/min, fase móvil agua destilada y desionizada. Se cuantificaron los monosacáridos 
glucosa, arabinosa y ribosa empleando patrones grado HPLC Sigma-Aldrich (Saint Louis, 
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MO, USA). La cuantificación de manosa, galactosa y xilosa no se realizó por la 
imposibilidad de la columna de separar estos azúcares. 
3.1.4 Cinética de hidrólisis del polisacárido 
La cinética de hidrólisis se realizó en recipientes de vidrio herméticos de 3mL de volumen 
con 2mL de solución de polisacárido liofilizado en agua destilada concentración 5mg/mL, 
se adicionó 5%v/v de ácido sulfúrico >98% Panreac (Barcelona-España). Los recipientes 
de vidrio se acomodaron en un reactor de acero inoxidable 316L al cual se alimentó 
vapor de agua saturado hasta lograr una presión manométrica de 20inHg dentro del 
reactor que corresponde a una temperatura de 125°C - 126°C. Se retiraron viales del 
reactor a los 30, 45, 60 y 90 minutos. La reacción de hidrólisis se detuvo reduciendo la 
temperatura hasta 4°C por inmersión en baño de agua-hielo y neutralizando con 
Hidróxido de Bario octahidratado Merck (Darmstadt-Alemania). Todos los ensayos se 
realizaron por triplicado.  El análisis de las soluciones obtenidas en la hidrólisis se 
llevaron a cabo por medio de HPLC (LaChrom Elite Hitachi, Japón), detector IR, 
empleando columna SugarPak Waters®, temperatura 70°C, flujo 0.5mL/min, fase móvil 
agua destilada y desionizada. Se cuantificaron los monosacáridos glucosa y arabinosa 
como parámetros para la detección del rompimiento del polisacárido. 
 
3.1.5 FTIR  del polisacárido 
El polisacárido liofilizado se maceró con bromuro de potasio en proporción de peso 1:100 
para la formación de un pellet que fue caracterizado por Espectrofotometría Infrarroja-
Transformada de Fourier (FTIR) en un rango de onda entre 400-4000cm-1 en un equipo  
Shimadzu IRPrestige-21 (Kyoto, Japón); el espectro fue generado en modo 
transmitancia. 
 
3.1.6 Análisis termogravimétrico (TGA)  y Calorimetría de barrido 
diferencial (DSC) 
El análisis termogravimétrico y la calorimetría diferencial de barrido se realizaron en un 
equipo Universal V2.5H TA Instruments (New Castle, USA), con muestras de 3mg y 
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10mg del polisacárido liofilizado respectivamente. Los termogramas se realizaron bajo 
atmosfera de nitrógeno en un rango de 25°C hasta 700°C con incremento de temperatura 
de 10°C/min para el TGA y en un rango de 25°C hasta 350°C con incremento de 
temperatura 5°C/min para el DSC. 
3.1.7 Análisis reológico del polisacárido 
Se estudió la viscosidad instantánea de soluciones del polisacárido a concentraciones de 
1%w/v, 2%w/v y 4%w/v respecto a la velocidad de corte aplicada mediante un reómetro 
Bohlin Instruments C-VOR (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) , equipado con 
geometría de cono y plato de 40mm, separación 30µm y temperatura 25°C. La velocidad 
de corte se varió en un rango de 0.01s-1 hasta 1000s-1, empleando una rampa 
ascendente con lectura en 200 puntos durante 1500s y preacondicionamiento de la 
muestra durante 60s a velocidad de corte de 0.006s-1. 
 
3.2 Resultados y discusión 
3.2.1 Extracción y purificación del polisacárido 
El polisacárido obtenido inmediatamente después de la precipitación con etanol se 
distingue fácilmente de la solución de precipitación ya que tiene una apariencia viscosa 
de color blanco aunque su separación es difícil. Después de la liofización el polisacárido 
posee una coloración verde clara que confirma la presencia de algunos pigmentos a 
pesar de los tratamientos previos de remoción de los mismos; tiene una estructura 
porosa, baja densidad y apariencia y tacto esponjosos como se observa en la Figura 3-1. 
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Figura 3-1: Polisacárido obtenido de Nostoc sp. LAUN015.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.2 Contenido de azúcares totales, ácidos urónicos y proteína 
del polisacárido 
La mayoría de los mucílagos producidos por bacterias están conformados por una 
fracción de polisacáridos y una fracción de proteínas. Los polisacáridos corresponden a 
la mayor parte del mucílago, aunque la composición varia enormemente dependiendo del 
microorganismo (Raungsomboom et al., 2006). Debido a la presencia característica de 
ácidos urónicos en los polisacáridos provenientes de cianobacterias se analizó el 
contenido de los mismos en el polisacárido obtenido. Los resultados de la composición 
de proteínas, azúcares totales, ácidos urónicos obtenidas para el polisacárido de Nostoc 
sp. LAUN015 se presentan en la Tabla 3-1. 
Tabla 3-1: Composición química de polisacárido purificado de Nostoc sp. LAUN015. 
 
Componente                Promedio ± Des. Estándar 
n=3 
Carbohidratos totales 57.40% ± 3.46% 
Ácidos urónicos 15.83% ± 2.23% 
Proteína soluble 2.62% ± 0.30% 
Cenizas 24.20% 
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Debido a la variación en la composición de los polisacáridos se han realizado numerosos 
análisis en diferentes especies. Estudios realizados por Richert et al., (2005) en 6 
cianobacterias muestran que los carbohidratos representan entre el 84% y 57% y la 
fracción proteica corresponde a entre y 24% y 7% del total del polisacárido. De igual 
forma De Philippis et al., (1998, 2000) reportó para 24 cepas de genero Nostoc que los 
carbohidratos pueden corresponder del 93% al 14%, y para especies provenientes de 
suelo como LAUN015 el rango se encuentra entre 53% y 83%, en cuanto a proteína, ésta 
puede ir desde 16,7% hasta 0,6%. En el caso de Nostoc sp. LAUN015 los carbohidratos 
solo corresponden al 57% del total del polisacárido valor que corresponde al rango de 
carbohidratos encontrados en polisacáridos de cianobacterias terrestres. Respecto a la 
fracción proteica de 2.62% es mucho menor que las reportadas para otras especies de 
cianobacterias y Nostocales. 
 
Los polisacáridos extracelulares provenientes de cianobacterias tienen la particularidad 
de poseer en su estructura ácidos urónicos que proporcionan un carácter ácido al 
polímero. Los principales ácidos encontrados son galacturónico y glucurónico (Nicolaus 
et al.,1999) y su presencia es tan importante que incluso especies como Microsystis flos-
aquae C340 pueden llegar a corresponder al 80% de peso total del exopolisacárido 
(Plude et al., 1991).  
 
Estudios realizados por De Phillippis et al., (2000) en cepas Nostoc muestran que en 
todas existe  al menos un ácido urónico y llegan a representar entre el 4% y 70% del 
peso total del polisacárido extraído, un resultado similar al que arrojaron estudios previos 
de este autor con cepas de Cyanothece donde los ácidos urónicos representaban entre 
el 5% y el 25% del peso total de polímero. El 15.84% de ácidos urónicos en el 
polisacárido de Nostoc sp. LAUN015 muestra que esta cepa expresa igualmente la 
característica de inclusión de derivados ácidos de azúcares en la estructura de los 
polímeros exocelulares, lo que le confiere ventajas en posibles aplicaciones industriales 
alternas gracias a la que presencia de grupos cargados de naturaleza aniónica puede 
aumentar la capacidad de quelación de iones o retención de humedad (De Philippis et al., 
2000). 
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3.2.3 Hidrólisis y composición de azúcares en el polisacárido 
Inicialmente, se pretendió evaluar la influencia de los parámetros temperatura y 
porcentaje de ácido en tres niveles con los siguientes valores: temperatura 95°C, 125°C y 
150°C y porcentaje de ácido 1% v/v ó 5% v/v y 10% v/v. Sin embargo, resultados de tipo 
experimental en la consecución de reacciones exitosas a las condiciones 150°C y 10% 
v/v condujeron a la omisión de las mismas en la evaluación de la reacción de hidrólisis.  
Por lo anterior, fue necesario reformar el diseño experimental y adaptarlo a un esquema 
factorial de dos niveles, dos factores, con evaluación única de temperatura y porcentaje 
de ácido en valores de 95°C y 125°C; 1%v/v y 5%v/v de ácido. 
En la Tabla 3-2 se presentan los resultados de la concentración de azúcares producto de 
la hidrólisis del polisacárido realizada durante 90 minutos, a las diferentes temperaturas y 
concentración de ácido. Los azúcares liberados que se cuantificaron fueron glucosa, 
arabinosa y ribosa, y aunque se detectó posible presencia de manosa, galactosa y xilosa, 
éstas no fueron cuantificadas debido a la imposibilidad de separar estos monosacáridos 
en la columna empleada. 
 
 
Tabla 3-2: Concentración de monosacáridos con diferentes parámetros de hidrólisis. 
 
 PARÁMETROS DE HIDRÓLISIS 
 95°C - 1% v/v 
H2SO4 
95°C - 5% v/v 
H2SO4 
125°C - 1% v/v 
H2SO4 
125°C - 5% v/v 
H2SO4 
Azúcar Promedio ± Des. 
Estándar n=3 (g/L) 
Promedio ± Des. 
Estándar n=3 (g/L) 
Promedio ± Des. 
Estándar n=3 (g/L)  
Promedio ± Des. 
Estándar n=3 (g/L)  
Glucosa 0.386 ± 0.002 0.778 ± 0.076 0.647± 0.113 1.054 ± 0.017 
Arabinosa 0.143 ± 0.003 0.345 ± 0.009 0.411 ± 0.024 0.377 ± 0.007 
 
Los resultados muestran que, como era de esperarse a mayor temperatura y 
concentración de ácido se dieron las mayores concentraciones de azúcares y, por ende, 
el mayor grado de hidrólisis del polisacárido. Lo que corrobora que las mejores 
condiciones de hidrólisis dentro de los rangos y condiciones evaluadas para la hidrólisis 
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son 125°C y 5 %v/v de ácido sulfúrico. Esta condición presenta la mayor cantidad de 
glucosa y casi igual cantidad de arabinosa que 125°C y 1 %v/v de ácido. 
 
Estudios previos de Harun et al., (2010) reportaron que a mayor concentración de ácido y 
mayor temperatura se favorece el rompimiento del polisacárido en azúcares simples; sin 
embargo en este caso la alta temperatura empleada y la concentración del ácido 
derivaron en múltiples inconvenientes por la corrosividad de la mezcla y presión de vapor 
alcanzada en el recipiente, así como el requerimiento de elevados volúmenes de 
soluciones básicas para neutralizar el pH que hace que estas condiciones, a pesar de ser 
las mejores para el rompimiento del polisacárido no sean fácilmente llevadas a cabo. 
La composición del polisacárido se presenta en la (Tabla 3-3) fue determinada con base 
en las concentraciones obtenidas a las condiciones de hidrólisis de 125°C y 5 %v/v de 
ácido sulfúrico, asumiendo hidrólisis total del polisacárido y considerando la dilución de 
las muestras sucedida durante la neutralización. La consideración de una hidrólisis total 
se basó en el cromatograma obtenido (ver Anexo D), donde se observa la presencia de 
los picos azúcares glucosa, arabinosa y posiblemente manosa, xilosa o galactosa, 
únicamente, además de un pico al inicio del cromatograma que se asume 
correspondiente a la sal formada durante la neutralización posterior a la hidrólisis. El 
porcentaje correspondiente a los azúcares manosa, galactosa y xilosa se calculó por 
diferencia. 
 Tabla 3-3: Composición de azúcares presentes en el polisacárido. 
Monosacárido Peso %  
Promedio±Des.Est n=3 
Glucosa 31.82 ± 0.50 
Arabinosa 11.39 ± 0.21 
Manosa, Galactosa, Xilosaa 56.78 
a calculado como diferencia, azúcares no separables en columna SugarPak Waters® 
La composición de los polisacáridos encontrada por De Philippis et al., (2000) en 25 
cepas de Nostoc muestran principalmente la presencia de glucosa, galactosa, arabinosa, 
manosa, xilosa, ribosa, fucosa y ramnosa, además de ácidos glucurónico y galacturónico. 
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Estudios previos realizados por De Philippis et al., (2000) y Richert et al., (2005) 
reportaron que los azúcares mas abundantes en los exopolisacáridos son las hexosas 
glucosa y galactosa, estos se encontraban presentes en todos las cepas Nostocales 
estudiadas con contadas excepciones, resultados similares obtuvo Nicolaus et al., (1999) 
para especies como Anabaena, Phormidium y Oscillatoria.  En la cepa de estudio se 
analizó la presencia glucosa, arabinosa y posiblemente de manosa, galactosa y xilosa. 
La glucosa presente en el polisacárido de Nostoc sp. LAUN015 corresponde al 31.8% del 
polisacárido y aunque lo mas deseable son porcentajes mayores que favorezcan el 
rendimiento en la producción de etanol, este porcentaje es casi la tercera parte del total, 
lo que lo hace conveniente para fines fermentativos en comparación con otras especies 
como Nostoc sp. PCC6302, Nostoc sp. PCC7706 Nostoc sp. PCC8113 que poseen otros 
azúcares como principales componentes (De Philippis et al., 2000). 
3.2.4 Cinética de hidrólisis del polisacárido 
Dado que las mejores condiciones de hidrólisis del polisacárido fueron 125°C y 5 %v/v de 
ácido sulfúrico, se decidió seguir la cinética de reacción en tales condiciones, el resultado 
obtenido se presenta en la Figura 3-2. 
Las concentraciones obtenidas son menores a las esperadas, ya que existió dilución de 
las soluciones al momento de neutralizar el pH, debido a problemas técnicos de manejo 
de volúmenes tan pequeños. La mayor parte de la hidrólisis se realizó durante los 60 
primeros minutos de reacción, a partir de este punto la concentración de los azúcares 
glucosa y arabinosa permanece casi constante hasta el final de la hidrólisis. La velocidad 
de reacción, como era de esperarse, va disminuyendo con el tiempo debido a la 
reducción en la concentración del reactante. La concentración de la glucosa llega a cerca 
del 50% de la concentración final alcanzada en la hidrólisis durante los primeros 30 
minutos y a los 60 minutos alcanza el 93% de la misma; a partir de los allí, se observa un 
aumento muy leve en la concentración. La concentración de la arabinosa llega al 46% a 
los 30 min y a los 45 min ya llega a cerca del 100% permaneciendo invariable hasta al 
final de la hidrólisis.  
 
 
 
Capítulo 3. Extracción y caracterización de polisacáridos extracelulares 
producidos por Nostoc sp. LAUN015. 
39 
 
Figura 3-2: Cinética de hidrólisis del polisacárido (125°C, 5%v/v ácido sulfúrico) 
 
 
Con el fin de adaptar una expresión matemática que describiera la liberación de 
monosacáridos como parámetro de medición del avance de la hidrólisis, se adaptaron los 
datos obtenidos experimentalmente de la concentración de glucosa a la expresión 
matemática presentada en (3.1). Los datos de concentración de arabinosa no pudieron 
ser adaptados a ninguna expresión matemática representativa. 
 
Cglu =Cf .glu 1! e!kt( )            (3.1) 
k = !1t ln(Cf .glu !Cglu )( )         (3.2) 
Cglu: Concentración de glucosa a los diferentes tiempos de la hidrólisis (g/L) 
Cf.glu: Concentración final de glucosa, tomada como la concentración lograda a los 90 
minutos de hidrólisis (g/L) 
k: Constante de velocidad de reacción (min-1) 
t: tiempo (min) 
0.000 
0.100 
0.200 
0.300 
0.400 
0.500 
0.600 
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 
C
on
ce
nt
ra
ci
ón
 (g
/L
) 
Tiempo (min) 
Glucosa Arabinosa Cinetica propuesta glucosa 
40 Evaluación de los Exopolisacáridos Producidos por una Cepa Nativa de 
Cianobacteria Nostoc sp. como Sustrato en la Producción de Bioetanol  
 
La constante k fue determinada a los diferentes tiempos mediante la expresión (3.2) 
obteniéndose la expresión (3.3) que representa la concentración de glucosa generada 
por la hidrólisis durante los 90 minutos de reacción y que se observa en la Figura 3-2. 
Cglu = 5.116*10!1 1! e!2.996*10
!2 t( )                           (3.3) 
 
3.2.5 FTIR  del polisacárido 
En el espectro obtenido (Figura 3-3) se observan las bandas claras correspondientes a 
la vibración característica de alcoholes primarios y secundarios (3400cm-1, 3200cm-1) lo 
que se asocia con la presencia de etanol remanente de la precipitación del polisacárido 
en la muestra y con la vibración que generan los grupos hidroxilos presentes en los 
azúcares. Así mismo, se observa una vibración característica fuerte entre 1600cm-1 y 
1650cm-1 con la apariencia de los picos solapados, en esta franja se presenta la banda 
característica de los grupos carbonilos presentes en aldehídos, cetonas y ácidos. El 
solapamiento que se observa no permite determinar eficientemente a que grupo 
pertenece la vibración; sin embargo, la existencia de bandas en esta franja concuerda 
con la presencia de carbonilos en las cetosas, aldosas y los ácidos urónicos que 
componen el polisacárido. El sector de mayor relevancia en el espectrograma es la zona 
comprendida entre los 1200cm-1 y 900cm-1 que corresponde a la huella digital del 
polisacárido, que es única y particular a cada polisacárido en este caso al obtenido de 
Nostoc sp. LAUN015.  
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Figura 3-3: Espectro Infrarrojo FTIR polisacárido Nostoc sp.  
 
 
Tabla 3-4: Asignación de las bandas obtenidas en FTIR (Christy et al., 2001). 
Banda cm-1 Grupo funcional/modo 
vibracional 
Intensidad Posible grupos 
3400-3200 O-H estiramiento amplio, grande alcoholes (etanol, azúcares) 
3380-3280 NH2 estiramiento  proteínas 
3000-2800 C-H estiramiento sim. y asim. definido lípidos, azúcares, proteínas 
1740-1720 C=O estiramiento definido aldehídos, cetonas, ácidos 
1630-1600 COO- estiramiento asimétrico fuerte ácidos, ésteres 
1400 COO- estiramiento simétrico débil ácidos, ésteres 
1300-1000 C=O estiramiento débil aldehídos, cetonas, ácidos 
1200-900 C-O-C estiramiento, 
doblamiento C-C-C 
fuerte huella digital de 
carbohidratos 
830-500 C-C-O, C-O-C  sim., asim. débil carbohidratos 
 
En la Figura 3-4 se presenta un comparación de los espectros infrarrojos obtenidos para 
el polisacárido de Nostoc sp. LAUN015 y la goma arábiga extraída de la planta Acacia 
Senegal. Se observa que los dos espectros son muy similares con vibraciones 
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características a las mismas longitudes de onda, lo que sirve de parámetro para una 
comparación de la presencia de grupos funcionales en la goma y en el polisacárido 
estudiado. La composición exacta de la goma varia según la planta de donde se haya 
extraído, es un polímero compuesto predominantemente por carbohidratos con unidades 
de galactosa, arabinosa, ramnosa y glucosa,  cerca del 2% correspondiente a proteína 
rica en residuos de hidroxiproril, proril y seril; también existe presencia de residuos de 
lípidos y glicolípidos (Yadav et al., 2007). Con base en lo anterior se puede afirmar que el 
polisacárido proveniente de Nostoc sp. LAUN015 contiene grupos funcionales que 
pertenecen a carbohidratos como hexosas y pentosas, residuos de aminoácidos y 
posiblemente presencia de residuos lipídicos provenientes de los glicolípidos que 
componen las múltiples capas de la membrana celular de la cianobacteria. 
 
Figura 3-4: Comparación de los espectros infrarrojos de goma arábiga y polisacárido 
de Nostoc sp. LAUN015. 
 
3.2.6 Análisis termogravimétrico (TGA) y calorimetría de barrido 
diferencial (DSC) 
El análisis termogravimétrico (Figura 3-5) sucede en tres pasos diferenciados de acuerdo 
con lo estudiado por Parikh & Madamwar (2006). 1) Desorción del agua físicamente 
cm-1 
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absorbida en un intervalo 25°C a 110°C donde se pierde aproximadamente el 10% del 
peso total de la muestra, 2) remoción del agua estructural y despolimerización por ruptura 
de los enlaces C-O y C-C con formación de CO, CO2 y H2O entre 230°C y 340°C, en este 
rango de temperaturas ocurre una perdida de peso a cerca del 52% del peso total, 3) 
formación de compuestos aromáticos polinucleares y estructuras grafíticas de carbono  
partir de los 350°C hasta el final del termograma donde se presenta una pérdida 
constante de peso que finaliza a los 700°C, punto donde se ha perdido el 85.8% del peso 
de la muestra. 
 
Figura 3-5: Curva de Análisis Termogravimétrico (TGA) polisacáridos extraídos de la 
cepa Nostoc sp. LAUN015. 
 
 
Aproximadamente el 10% del peso total de la muestra se pierde en el intervalo de 25°C a 
110°C, en esta fase el descenso en peso se atribuye a la perdida de la humedad aún 
contenida en la muestra, ya sea por perdida de moléculas de agua pertenecientes a la 
estructura o por agua que no haya sido retirada del polisacárido previamente.  
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La perdida de peso por presencia de agua que presentan los polisacáridos procedentes 
de cianobacterias corresponde a valores entre el 10% y el 14% del peso total como se 
observa en la  Tabla 3-5, rango entre el cual se encuentra el valor obtenido para el  
polisacárido de Nostoc sp. LAUN015. Sin embargo, la presencia de humedad es 
altamente variable para diferentes polisacáridos; mientras las gomas de tipo comercial 
como la xanthan y la guar presentan un contenido de humedad entre el 13.8% y 16.7% 
(Parikh & Madamwar, 2006), los polisacáridos prevenientes de bacterias como la 
productora de celulosa Gluconacetobacter hansenii y la bacteria haloalcalofilica Bacillus 
sp. I-450 solo presentan contenido de agua correspondiente al 4%y 5% del peso total 
respectivamente (Khan et al., 2007; Kumar et al., 2004). Se conoce que el contenido de 
humedad del polisacárido está estrechamente relacionado con la cantidad de grupos 
carboxilos presentes en la estructura, ya que estos interactúan con las moléculas de 
agua y aumentan la afinidad de las mismas por el polisacárido (Kumar et al., 2004), por 
tanto podría sugerirse que la presencia de acidos úronicos en la estructura de los 
polisacáridos de cianobacterias y de la goma xantan tiene relación directa con una mayor 
presencia de humedad. 
 
Al finalizar la primera fase de degradación (aprox. 110°C) el peso de la muestra se 
mantiene constante hasta 230°C donde inicia la segunda fase de degradación que tiene 
lugar entre 230°C y 340°C. En este rango de temperaturas ocurre la mayor pérdida de 
peso de la muestra correspondiente a cerca del 52% del peso total. De acuerdo con 
Parikh & Madamwar (2006) en esta fase ocurre la despolimerización de los polisacáridos, 
además de la eliminación de los grupos polihidroxílicos presentes. La última fase de 
degradación tiene inicio cerca a los 340°C hasta temperaturas superiores a los 700°C, en 
esta fase el polisacárido presenta un degradación constante en la cual se pierde cerca 
del 20% del peso total antes de alcanzar los 700°C y continua mas allá de esta 
temperatura. Los porcentajes de perdida de peso al igual que los intervalos de 
temperaturas en el análisis termogravimétrico del polisacárido de Nostoc sp. LAUN105 
presentan un patrón muy similar a los polisacáridos provenientes de cianobacterias y 
bacterias estudiados previamente por otros autores como se puede observar en la 
Tabla 3-5. 
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Tabla 3-5: Comportamiento térmico de algunos polisacáridos bacterianos 
 
 
La calorimetría diferencial de barrido obtenida para el polímero de Nostoc sp. LAUN015 
se presenta en la Figura 3-6 y muestra dos picos principales. El pico mas grande se 
observa cercano a los 105°C, es un pico endotérmico y parece ser causado por la 
eliminación del agua aún contenida en el polisacárido después de la extracción y 
liofilización, así como una posible contribución debida a la desnaturalización de proteínas 
presentes (Bruylants et al., 2005).  Dicho pico también puede ser debido a la fusión del 
polisacárido, no obstante esta suposición es menos probable, ya que la mayoría de los 
polisacáridos estudiados por otros autores tienen puntos de fusión entre los 120°C y 
150°C (Parikh & Madamwar, 2006) y presentan entalpías de fusión como mínimo 8 veces 
mayores que la obtenida en este estudio. La presencia de este pico justifica la perdida de 
peso cercana al 10% del peso total en el rango de 25°C a 100°C mostrada en el TGA 
 Degradación TGA Cinética DSC  
Polisacárido Fase I  
Pérdida %  
(rango T) 
Fase II 
Pérdida %  
(rango T)  
Fase III   
Pérdida %  
(rango T) 
Entalpía 
Fusión      
J/g (°C) 
Calor de 
reacción J/g 
(°C) 
Referencia 
Goma 
Xanthan 
16.8%  
(25°C -120°C) 
39.9% 
 (240°C -340°C) 
16.1% 
 (350°C -550°C) 
151.4 
(123.31°C) 
93.2 
(298.6°C) 
Parikh & 
Madamwar, 2006 
Goma Guar 13.8%  
(25°C -110°C) 
51.6%  
(250°C -330°C) 
12.5% 
 (340°C -550°C) 
486.1 
(121.67°C) 
192.9 
(307.4°C) 
Parikh & 
Madamwar, 2006 
Oscillatoria 
sp. 
12.1%  
(25°C -100°C) 
44.7%  
(240°C -340°C) 
21.3% 
(350°C -490°C) 
229 
(155.48°C) 
73.3 
(295.6°C) 
Parikh & 
Madamwar, 2006 
N. Carneum 13.9% 
 (25°C -110v) 
44.5% 
 (240°C -330°C) 
23.1% 
 (340°C -540°C) 
101.7 
(143.50°C) 
129.3 
(278.58°C) 
Parikh & 
Madamwar, 2006 
Nostoc sp. 11.9% 
 (25°C -100°C) 
48.1% 
 (240°C -330°C) 
22.8% 
 (340°C -530°C) 
271.9 
(142.19°C) 
72.8 
(286.1°C) 
Parikh & 
Madamwar, 2006 
Cyanothece 
sp. 
13.1% 
 (25°C -100°C) 
41.6% 
 (240°C -300°C) 
31.1% 
 (310°C -550°C) 
- -  Parikh & 
Madamwar, 2006 
G. hansenii 4% 
 (30°C -110°C) 
40% 
 (230°C -300°C) 
20% 
 (300°C -540°C) 
- 83.01 
(278°C) 
Khan et al., 2007 
Bacillus sp. I-
450 
5 % 
(40-°C 180°C) 
50% 
 (250°C -305°C) 
17% (305°C -
550°C) 
 -  - Kumar et al., 2004 
Nostoc sp. 
LAUN015 
10.0% 
 (25°C -140°C) 
51.8%  
(220°C -350°C) 
14.0% (350°C -
550°C) 
14.52 
(106.7°C) 
4.28 
(250.48°C) 
Presente estudio 
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que concuerda con la evaporación agua aún presente, más debilita la hipótesis de una 
fusión del polisacárido, ya que el cambio de fase no supone una pérdida de peso de la 
muestra. 
 
Igualmente, se presenta un pico exotérmico cercano a los 250.5°C con una entalpía de 
4.28 J/g, causado por la degradación de la muestra a CO, CO2, H2O, como se confirma 
en el TGA al presentarse la mayor perdida de peso en el mismo rango de temperatura. 
Debido a que el único pico endotérmico obtenido no concuerda con la fusión del 
polisacárido se infiere que el polisacárido presenta una descomposición térmica directa a 
los 235°C sin haber presentado fusión previa.  
 
Figura 3-6: Termograma de Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC) polisacáridos 
extraídos de la cepa Nostoc sp LAUN015. 
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3.2.7 Comportamiento reólogico 
 
Figura 3-7: Comportamiento de la viscosidad instantánea respecto a la velocidad de 
corte de soluciones del polisácarido de Nostoc sp. LAUN015. 
 
 
 
El polisacárido obtenido de la cianobacteria Nostoc sp. LAUN015 presenta aumento en la 
viscosidad a medida que se incrementa la concentración de la solución de 2%w/v a 
4%w/v. Entre las soluciones de 1%w/v y 2%w/v la diferencia de viscosidad es casi 
indetectable, sin embargo respecto a la solucion de 4% w/v se observa una diferencia de 
aproximadamente 32Pa.s cuando no existe esfuerzo de corte sobre la solución. Además, 
se detalla un comportamiento pseudoplástico en la solución correspondiente a 4%w/v 
que se observa en la disminución de la viscosidad instantánea a medida que aumenta la 
velocidad de corte aplicada; tal comportamiento no se exhibe de forma de forma explícita 
para las soluciones de 1%w/v y 2%w/v del polisacárido. Según Khattar et al., (2010) los 
polisacáridos obtenidos de ciertas especies de microorganismos y vegetales presentan 
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comportamiento pesudoplástico debido al rompimiento de las unidades estructurales del 
polímero causado por fuerzas hidrodinámicas generadas durante la deformación; lo 
anterior podría ser aplicado al polisacárido de estudio, explicando así la razón de su 
comportamiento. 
La diferencia de viscosidad existente entre las diferentes concentraciones encontradas es 
muy variada, considerando que no se detecta aumento prominente de viscosidad entre 
las concentraciones de 1%w/v y 2%w/v sin embargo la concentracion 4%w/v es casi 30 
veces mayor que las anteriores. Tal diferencia podría sugerir que la viscosidad no 
presenta un comportamiento proporcional a la concentración de la solución manejada, 
por tanto es necesario determinar un perfil mas amplio a diferentes concentraciones, ya 
que los resultados obtenidos no permiten inferir una tendencia en el comportamiento de 
la viscosidad, ni de la respuesta a la velocidad de crote de las soluciones del polisacárido 
estudiadas. 
Respecto a otros tipos de polímeros de tipo comercial como la goma xantan, empleada 
ampliamente en la industria de alimentos, se obtuvo que el polisacárido de Nostoc sp. 
LAUN015 presenta una viscosidad menor que las soluciones obtenidas con goma 
xantan, así por ejemplo una solución de 0.5%w/v de goma xantan posee una viscosidad 
tres veces mayor (Sereno et al., 2007) que una solución de 4%w/v del polisacarido de 
LAUN015. Sin embargo, al evaluar el comportamiento de la viscosidad respecto a la 
velocidad de corte se obtuvo que a velocidades de corte de 100s-1 la solución de 
0.5%w/v de goma xantan disminuye la viscosidad aproximadamente 1000 veces pasando 
de 100 Pa.s hasta 0.1 Pa.s (Sereno et al., 2007), mientras que la solución de 4%w/v del 
polisacarido de LAUN015 solo disminuye la viscosidad cerca de 14 veces, pasando de 
32Pa.s hasta 2.3Pa.s, al someterse a la misma velocidad de corte, lo que indica que éste 
último es comparativamente menos sensible a la deformación que la goma xantan. 
En referencia a la goma ghatti, polímero empleado industrialmente en la fabricación de 
alimentos de comportamiento newtoniano, se obtuvo, que el polisacárido de Nostoc sp. 
LAUN015 posee mayor viscosidad respecto a esta goma. Específicamente soluciones de 
goma ghatti de concetraciones 15%w/v y 20%w/v presentan viscosidades cercanas a 0.1 
Pa.s y 0.3 Pa.s (Kang et al., 2011) repectivamente, mientras que una solucines del 
polisacárido de estudio con concentración menor como 4%w/v presenta viscosidad 
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cercana a 32 Pa.s, lo que podría indicar una ventaja para ciertas aplicacioens 
industriales. 
En comparación con otros polisacáridos obtenidos de cianobacterias, se encontró que 
usualmente poseen comportamiento pseudoplástico, como el polisacárido obtenido de 
Limnothirx redekei (Khattar el al., 2010); además presentan incremento de la viscosidad 
al incrementarse la concentración del polímero en solución, como lo reportó Parikh & 
Madamwar (2006) en especies como Nostoc sp., Oscillatoria sp., y Nostoc carneum; las 
caracterítiscas anteriores tambien se observan en las soluciones del polisacárido de 
Nostoc sp. LAUN015. En los casos en que fue comparada la viscosidad de los 
polisacáridos respecto a la goma xantan (Parikh & Madamwar, 2006; Khattar et al., 
2010), la viscosidad de los polímeros obtenidos de cianobacterias era entre 3 y 8 veces 
menor que las soluciones de misma concentración de la goma xantan. 
Finalmente, los polímeros que presentan comportamiento pseudoplástico pueden ser 
muy útiles en aplicaciones industriales ya que sus propiedades reólogicas ayudan a 
incrementar la suspensión en ciertas matrices y mejoran la calidad sensorial en los 
productos alimenticios (Khattar et al., 2010). Por lo cual el polisacárido obtenido de 
Nostoc sp. LAUN015 podría tener potencial industrial de aplicación principalmente en 
áreas donde se emplean emplean mayormente polímeros de origen biológico. 
 
 
 
 

  
 
4 Producción de bioetanol empleando como 
sustrato biomasa hidrolizada de Nostoc sp. 
LAUN015  
Todas las moléculas de carbohidratos tienen el potencial de ser convertidas a bioetanol 
por medio de un proceso biológico que genera como resultado energía, etanol y dióxido 
de carbono. Hoy en día, la producción mundial de etanol como biocombustible emplea  
cultivos de caña de azúcar, maíz, sorgo dulce y remolacha, entre otros, que sumados 
generan 22.356 millones de galones al año. A pesar del rendimiento y factibilidad de 
producción por medio del empleo de estas materias primas, el uso de grandes 
cantidades de tierras fértiles y recursos que podrían ser utilizados para la producción 
alimenticia han generado controversia. En 2005, 18.900 millones de litros de etanol se 
produjeron en Estados Unidos lo que representó el 20% del producción de maíz y solo 
generó 1% del combustible consumido durante ese año en ese país (Harun et al., 2010). 
Lo anterior evidencia que en el futuro las tierras cultivables no serían suficientes para 
cubrir la demanda energética si se continua empleando solo este tipo de materia prima 
para la producción de bioetanol. 
 
Para solucionar este inconveniente se ha propuesto el uso de fuentes alternas como 
materiales lignocelulósicos y microalgas, denominados materias primas de segunda y 
tercera generación respectivamente. La abundancia de materia lignocelulósica lo 
convierte en un sustrato deseable; sin embargo, la presencia de lignina y otros polímeros 
estructurales dificulta el proceso de liberación de azúcares fermentables (Balat et al., 
2008). En cuanto a las microalgas, gran parte del estudio se ha enfocado en la 
producción de biodiesel, pero el uso para la producción de etanol comienza a ser mas 
atractivo gracias a las ventajas sobre las materias primas tradicionales e incluso los 
materiales lignocelulósicos, como: rápido crecimiento, tiempos cortos de cosecha, 
capacidad de crecer en sustratos sólidos y líquidos, entre otros (Harun et al., 2010).  
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En este trabajo se llevó a cabo una fermentación con la levadura S. cerevisiae 
empleando como sustrato el hidrolizado de la biomasa de la microalga Nostoc sp. 
LAUN015, se determinó la cinética de producción de etanol, consumo de sustrato, y el 
rendimiento de etanol producido así como el porcentaje de azúcares totales empleado 
durante el proceso. 
 
4.1 Materiales y métodos 
4.1.1 Cultivo de la microalga 
El cultivo de la microalga Nostoc sp. LAUN015 se llevó a cabo en medio BG11 líquido en 
volúmenes de 1L y 3L empleando recipientes de vidrio de forma cilíndrica con capacidad 
de 2L y 4L respectivamente. El inóculo empleado fue de 5%v/v. La iluminación se realizó 
con lámparas de luz blanca Sylvania Standard F18T8/D, intensidad 250lux, en ciclos de 
luz-oscuridad de 18:6 horas. La aireación se realizó con aire filtrado por filtro HEPA, y la 
temperatura se mantuvo en un rango entre 25°C y 28°C. La contaminación se monitoreó 
por observación del cultivo al microscopio al finalizar cada cultivo. Debido a la alta 
evaporación causada por la aireación en los recipientes de 3L, cada 4 días se reajustaba 
el volumen con medio BG11 estéril.  
 
Los cultivos fueron recolectados a los 18 días de cultivo, centrifugados durante 20 min a 
1789 g en una centrífuga Rotofix 32 Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Alemania) para 
recuperación de la biomasa. Posteriormente se liofilizó la biomasa durante 24 horas a -
50°C, 0,02 bar en un equipo Labconco FreeZone 2.5 L Benchtop (Kansas City, MO, 
USA). El liofilizado se almacenó herméticamente a 4°C para evitar ganancia de humedad 
y posible contaminación.  
 
En la Figura 4-1 se muestran los montajes de crecimiento y producción de biomasa en 
volúmenes de 1L y 3L. 
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Figura 4-1: Montaje de producción de biomasa a. Volúmen de 3L b. Volúmen de 1L. 
 
 
4.1.2 Hidrólisis ácida de la biomasa de microalga 
Para realizar la hidrólisis de la biomasa se empleó una solución de 20 g/L de biomasa en 
agua destilada, la escogencia de esta concentración se fundamentó en los estudios de 
producción de etanol empleando el alga Chlorococcum humícola, realizados por Harun et 
al. (2010) que arrojaron esta concentración como la que producía mayor rendimiento. La 
reacción se llevó a cabo usando 5%v/v de Ácido sulfúrico >98% Panreac (Barcelona-
España), en botella hermética de vidrio de 500ml Schott-Duran. Dicha botella se llevó 
sellada a un autoclave Wisconsin 25X Bench (Madison, WI, USA) hasta alcanzar una 
temperatura de 125°C ± 2°C, se mantuvo esta temperatura durante 90 minutos. Posterior 
a la reacción el hidrolizado se dejo enfriar hasta temperatura ambiente, y se centrifugó 
durante 20 min a 1789 g en una centrífuga Rotofix 32 Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, 
Alemania). Se recuperó el sobrenadante, se filtró dos veces con membrana de 2µm y se 
neutralizó la solución con Hidróxido de Bario octahidratado Merck (Darmstadt-Alemania) 
hasta alcanzar un pH 5.02, se centrifugó 20 min a 1789 g para retirar el sulfato de bario 
formado de filtró tres veces por membrana de 2µm. El hidrolizado se almacenó a 4°C 
durante 12h. 
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4.1.3 Fermentación 
Para la fermentación a etanol se empleó la levadura Saccharomyces cerevisiae variedad 
RedFermentis®. La levadura se mantuvó en el cepario en medio sólido agar Wort (Oxoid, 
Walthman, MA, USA). El inóculo se cultivó en volumen de 100 mL en Erlenmeyer de 500 
mL, medio YM compuesto por extracto de levadura 3 g/L (Oxoid, Walthman, MA, USA), 
extracto de malta 3 g/L (Oxoid, Walthman, MA, USA), triptosa 5 g/L (Scharlau, Barcelona, 
España) y glucosa D(+) 10g/L (Merck, Darmstadt, Alemania), pH:5.0 esterilizado en un 
autoclave Wisconsin 25X Bench (Madison, WI, USA) a 121°C, 17psi, durante 25 minutos. 
La temperatura de cultivo fue 32°C, agitación de 100 rpm en shaker Heidolph Promax 
1020 (Alemania) durante 24 h hasta lograr una concentración de 8*106 cel/mL  y 
viabilidad de 94% (determinada por tinción con azul de metileno de concentración 
2mg/mL).  
 
Para el crecimiento de la levadura se inoculó 10%v/v en 100mL de medio YM en 
Erlenmeyer de 500 mL, pH: 5.0, y agitación de 100 rpm durante 10 h (final de la fase 
exponencial de crecimiento) hasta una concentración celular de 1.28*108 cel/mL y 
viabilidad de 98%. La biomasa se recolectó de forma estéril y se centrifugó a 1789g 
durante 10 minutos en una centrífuga Rotofix 32 Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, 
Alemania), el sobrenadante se descartó y la biomasa recolectada fue inoculada en 95mL 
en el medio conformado por el producto de la hidrolisis y extracto de levadura 1 g/L, a pH 
5.05 en botellas Schott-Duran modificadas de 100mL, el montaje empleado se observa 
en la Figura 4-2.   
La fermentación se llevó a cabo en los botellas selladas herméticamente, sin adición de 
aire, y se tomaron alícuotas de 1mL para monitorear el crecimiento de la levadura, y las 
concentraciones de glucosa y etanol. El crecimiento de la levadura se determinó por 
conteo celular en una cámara de Neubauer Laboroptik y la viabilidad se determinó por 
tinción con azul de metileno. Los azúcares presentes en el sustrato y el producto se 
determinaron por HPLC (LaChrom Elite Hitachi, Japón), detector IR empleando una 
columna SugarPak Waters®, temperatura 70°C, flujo 0.5ml/min, fase móvil agua 
destilada y desionizada. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. 
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Figura 4-2: Montaje de fermentación etanólica con S. cerevisiae.  
 
 
 
 
 
 
 
4.2 Resultados y discusión 
4.2.1 Cultivo de la microalga e hidrólisis de la biomasa 
Se cultivó suficiente biomasa para obtener aproximadamente 10g de biomasa liofilizada 
(equivalente a cerca de 12 litros de cultivo, en volúmenes de 1L y 3L), se homogenizó 
manualmente por mezclado la biomasa obtenida de todos los cultivos y se liofilizó a -
50°C, 0,02 bar durante 24 horas en un equipo Labconco FreeZone 2.5 L Benchtop 
(Kansas City, MO, USA). El aspecto final de la biomasa liofilizada se puede observar en 
la Figura 4-3. 
Figura 4-3: Biomasa de Nostoc sp. LAUN015 después de liofilización. 
 
 
 
 
 
 10mm 
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La biomasa obtenida se empleó para hacer una solución de concentración 20 g/L la cual 
fue sometida a hidrólisis, el aspecto de las soluciones antes y después de la hidrólisis y 
neutralización se observan en la Figura 4-4. La solución obtenida después de la hidrólisis 
presentaba un color amarillo-naranja intenso y un fuerte olor a jugo de caña de azúcar. 
 
Figura 4-4: Aspecto de la solución de Nostoc sp. LAUN015 en agua (20 g/L) a. antes 
de la hidrólisis b. después de la hidrólisis a 125 °C, 5 %v/v de ácido, 90 minutos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.2 Fermentación 
El crecimiento de la levadura y el consumo de glucosa producido fue monitoreado, los 
resultados se muestran en la Figura 4-5. El número de células presenta una leve 
disminución durante las 4 primeras horas de fermentación y se estabiliza a partir de ese 
punto. La viabilidad de las células permaneció por arriba del 96% durante todo el proceso 
lo que indica que las células bajo esas condiciones se mantuvieron viables pero su 
población no aumentó, por tanto es posible inferir que la fuente de carbono disponible fue 
empleada para el mantenimiento del metabolismo basal de las células y para la 
producción de metabolitos como etanol, más no para la generación de biomasa, como se 
a b 
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corroboró en observaciones al microscopio al no observarse actividad reproductiva 
(gemación) con excepción de algunos casos esporádicos. 
 
Figura 4-5: Cinética de producción de etanol, consumo de glucosa y producción de 
biomasa empleando hidrolizado del alga Nostoc sp. LAUN015 como sustrato. 
 
Al inicio de la fermentación la concentración total de glucosa fue 2.86 g/L; durante las 2 
primeras horas de fermentación se consumieron 2.04 g/L de glucosa correspondientes al 
71% del total inicial; estequiométricamente tal consumo de glucosa debió haber generado 
1.05 g/L si la conversión hubieron sido exclusivamente a etanol (cada gramo de hexosa 
puede producir 0.51g de etanol); sin embargo el etanol producido fue 0.82 g/L, indicando 
que los carbohidratos fueron empleados en rutas celulares alternas como producción de 
glicerol, acetatos, succínato e incluso en el ciclo de Calvin para producción energética.  
 
A partir de las dos horas la concentración de glucosa permanece constante (0.82 g/L) a 
lo largo de las siguientes 10 horas de fermentación; sin embargo, la concentración de 
etanol sigue aumentando hasta llegar a un máximo de 1.07 g/L a  las 4 horas de 
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fermentación; lo que sugiere que la levadura cesa por completo el empleo de glucosa 
como fuente de carbono más disponible y emplea otro tipo de fuente de carbono como 
las hexosas fermentables manosa y galactosa también presentes en el medio. Lo anterior 
se corrobora mediante la Figura 4-6 donde se observa una disminución en el área del 
pico producto del HPLC que corresponde a los azúcares manosa, galacosa, xilosa a 
medida que avanza la fermentación y que se relaciona directamente con la concentración 
de presente en el medio.  
 
La concentración de etanol empieza a disminuir constantemente después de las 4 horas 
de fermentación hasta reducirse en un 14% después de 12 horas. La disminución pudo 
deberse a pérdida de etanol por evaporación (a través de la salida de dióxido de carbono 
del fermentador), o a la conversión de etanol a acetaldehído para ser empleado como 
fuente de carbono por parte de la célula para su mantenimiento. La anterior suposición se 
fundamenta en que las células permanecieron viables hasta el final de la fermentación a 
pesar de no detectarse consumo alguno de hexosas aún presentes en el medio después 
de 4 horas de fermentación, lo que permite inferir que parte del carbono empleado para 
el mantenimiento celular provino del etanol producido previamente. La detención en el 
empleo de hexosas aún presentes en el medio por parte de la levadura no tiene 
explicación satisfactoria, debido a las bajas concentraciones de sustrato y etanol 
producido no puede sugerirse que existió inhibición por exceso de sustrato o por exceso 
de producto; adicionalmente, tampoco se detectó cambio en le pH final de la 
fermentación lo que indica que no existió una producción considerable de compuestos 
ácidos que pudieran haber inhibido a la levadura.  
 
Como sugerencia en la determinación de las causas de la interrupción en la 
fermentación, se propone un ensayo en el cual se separe la biomasa del medio 
fermentativo en el momento en que se observa la detención en el uso del sustrato 
presente y se recultive la biomasa en un medio nuevo, además, se inocule nueva 
biomasa en el medio fermentativo previamente recuperado. De esta manera se podría 
establecer si la biomasa efectivamente se encontraba en condiciones viables para la 
fermentación etanólica, o si detuvo el consumo de los azúcares presentes por carencia 
de algún tipo de nutriente esencial en el medio de cultivo que no permitió el normal 
desarrollo de la ruta catabolica de carbohidratos. 
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Figura 4-6: Relación de área de los picos obtenidos mediante HPLC para algunos 
monosacáridos durante la fermentación a etanol 
 
 
4.2.2.1 Comparación de resultados obtenidos en la fermentación 
respecto a otros estudios similares. 
 
Los datos obtenidos durante la fermentación a etanol obtenidos durante el presente 
estudio, así como la reportada por otros autores que emplearon como sustrato otro tipo 
de algas, se presentan en la Tabla 4-1. 
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Tabla 4-1: Datos obtenidos en la fermentación a etanol empleando como sustrato 
biomasa de alga. 
 
Los estudios acerca del empleo de biomasa de alga como sustrato en la producción de 
etanol son relativamente recientes, y se han centrado en su mayoría en especies de 
algas rojas y cafés como K. alvarezzi, L. japónica y L. hyperborea. El atractivo de estas 
especies radica en la alta producción de polisacáridos de tipo carrageninas, laminarina, 
alginato, manitol y glucanos, que llegan a componer entre el 30% y 67% del peso seco 
total del alga (Horn et al., 2000; Lee & Lee, 2012; Meinita et al., 2012). Sin embargo, el 
alto porcentaje de almacenamiento de polisacáridos no es una característica exclusiva de 
este tipo de algas y estudios en microalgas como C. reinhardtii (Nguyen et al., 2009) y 
Spyrogira (Eshaq et al., 2011) también han producido resultados similares en cuanto al 
contenido de azúcares presentes. 
Las algas estudiadas para la producción de etanol (Tabla 4-1) poseen porcentajes de 
carbohidratos almacenados muy similares, lo que sugeriría un rendimiento similar en 
caso de que en el proceso fermentativo existiera una conversión total de los azúcares a 
etanol; sin embargo, los rendimientos obtenidos para las diferentes algas son muy 
Alga 
Alga 
(g/L) 
Azúcares 
totales 
(g/L) 
Azucares 
consumid
os (g/L) 
Conv. 
teórica 
Etanol 
producido 
(g/L) 
Rend. 
Producci
ón  
Rend. a 
partir de 
biomasa  
Rend. 
azúcares 
totales 
Eficiencia 
de conv. Autor 
Kappaphycus 
alvarezii 100 50 6.19 3.16 1.30 0.210 0.013 0.03 41.2% 
Meinita et 
al., 2012 
Kappaphycus 
alvarezii 150 45 43.2 22.03 20.60 0.477 0.137 0.46 93.5% 
Khambhat
y et al., 
2012 
Laminaria 
japonica 20 11 5.09 2.59 1.24 0.244 0.062 0.11 47.9% 
Lee & 
Lee, 2011 
Laminaria 
japonica 100 55  -  - 10.86 -  0.109 0.20 -  
Lee & 
Lee, 2012 
C. reinhardtii 50 28.5 28.50 14.54 14.60 0.512 0.292 0.51 100.4% 
Nguyen et 
al., 2009 
Laminaria 
hyperborea 
 
38.7 24.70 12.60 10.00 0.405  - 0.26 79.4% 
Horn et 
al., 2000 
Spyrogira 50 20 -  -  9.50 -  0.190 0.48 -  
Eshaq et 
al., 2011 
Nostoc sp. 
LAUN015 
(glucosa) 20 2.84 2.04 1.04 1.07 0.525 0.054 0.38 102.8% 
Presente 
estudio 
Nostoc sp. 
LAUN015  20 10.11 - - 1.07 - 0.054 0.11 - 
Presente 
estudio 
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variables; incluso, entre estudios realizados sobre la misma especie. En el caso K. 
alvarezii, Meinita et al., (2012) y Khambhaty et al., (2012) presentan datos obtenidos que 
difieren ampliamente entre sí y la misma situación se presenta entre estudios realizados 
por Lee & Lee (2011, 2012) para L. japónica. La diferencia entre los rendimientos de 
producción puede deberse a múltiples factores; entre ellos, 1) la concentración de alga 
empleada, 2) las condiciones de hidrólisis que influyen en la liberación de los azúcares 
componentes y en la aparición de inhibidores como furfural e hidroximetilfurfural (Meinita 
et al., 2012) y 3) el microorganismo empleado, que en algunos casos fue seleccionado 
previamente por su habilidad para degradar los azúcares presentes en el alga.  
El resultado del rendimiento de producción de etanol a partir de biomasa obtenido para 
Nostoc sp. LAUN015 es bastante menor que el obtenido para C. reinhardtii, L. japónica y 
K. alvarezii, en los estudios realizados por Horn et al., (2000), Lee & Lee (2012) y 
Khambhaty et al., (2012) respectivamente. Las dos razones principales sugeridas para tal 
diferencia son: la detención de la fermentación cuando se empleo como sustrato Nostoc 
sp. LAUN015, que no permitió mayor conversión de las hexosas presentes a etanol y la 
diferencia en la composición de monosacáridos del las algas C. reinhardtii, L. japónica y 
K. alvarezii  respecto a Nostoc sp. LAUN015. Específicamente, el alga C. reinhardtii está 
se compone por cerca del 58% de su peso seco total por glucosa, y las algas L. japónica 
y K. alvarezii entre 30% y 55% de su peso seco total por monosacáridos como manosa, 
glucosa y galactosa; es decir las algas mencionadas poseen casi la totalidad de los 
polisacáridos como hexosas fácilmente fermentables por la mayoría de microorganismos 
empleados en la producción de etanol. A diferencia de las anteriores especies, el alga 
Nostoc sp. LAUN015 posee fracciones importantes de azúcares pentosas como 
arabinosa y posiblemente xilosa, además de hexosas fermentables, que afectan la 
conversión de todos los azúcares presentes a etanol. De acuerdo a lo anterior, el 
rendimiento de producción de etanol respecto a la biomasa de LAUN015 incrementaría 
en el escenario en el que se empleara un organismo fermentativo capaz de emplear 
como fuente de carbono tanto hexosas como pentosas. 
El rendimiento de producción respecto a sustrato consumido (Yp/s) obtenido para Nostoc 
sp. LAUN015 fue de 0.52 tomando en cuenta como único sustrato la glucosa consumida 
durante la fermentación debido a la imposibilidad de determinar el consumo de otras 
hexosas presentes en el medio fermentativo (galactosa y manosa). Dicho rendimiento se 
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asemeja a los obtenidos por Khambhaty et al., (2012)  y Nguyen et al., (2009) para las 
algas K. alvarezzi y C. Reinhardtii, hasta ahora los mejores resultados obtenidos en 
cuanto a producción de etanol a partir de biomasa de algas, el lato rendimiento de 
producción (Yp/s) revela que los carbohidratos consumidos fueron empleados en la ruta 
metabólica que conduce a la producción de etanol, por tanto se sugiere que la 
generación de biomasa y de otros productos como ácido acético, láctico o succínato 
fueron muy bajos o posiblemente nulos 
4.2.2.2 Comparación de rendimiento y productividad a etanol 
empleando diferentes fuentes de biomasa 
 
Tabla 4-2: Comparación del rendimiento y productividad a etanol de diferentes 
fuentes de biomasa  
 
Fuente de Biomasa 
Rendimiento obtenido Productividad 
Referencia 
 
 
L etanol / 
ton biomasa 
g etanol /  
g biomasa L etanol/ha/año 
  Caña de azúcar 70 0.055 4900 Balat et al., 2008 
  Remolacha 110 0.087  -  Balat et al., 2008 
  Papata dulce 125 0.099  - Balat et al., 2008 
  Papa 110 0.087  - Balat et al., 2008 
Cultivos Maíz 360 0.284 2050 Balat et al., 2008 
  Arroz 430 0.340  - Balat et al., 2008 
  Trigo 340 0.269 1560 Balat et al., 2008 
  Sorgo dulce 60 0.047 2800 Balat et al., 2008 
  Kappaphycus alvarezii 149 0.118  - Khambhaty et al., 2012 
Algas Laminaria japonica 138 0.109  - Lee & Lee, 2012 
  
Clamydomonas 
reinhardtii 370 0.292  - Horn et al., 2000 
  Nostoc sp.LAUN015a 68 0.054 9726 Presente estudio 
  
Nostoc sp.LAUN015 
potenciala 326 0.258 46433 Presente estudio 
  a asumiendo rendimiento 0.054, 17 cultivos anuales de 20 días, profundidad de piscina de cultivo 0.3m 
 
El rendimiento de producción de etanol obtenido con la cianobacteria Nostoc sp. 
LAUN015 se asemeja al obtenido cuando se emplean sustratos como sorgo dulce y caña 
de azúcar y es ligeramente inferior al obtenido con materias primas como remolacha y 
papa (Tabla 4-2), esto implica que a pesar de que no se logró un empleo total de los 
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azúcares fermentables presentes, el rendimiento es comparable con el obtenido hoy en 
día en procesos de producción de etanol de primera generación. Así mismo, al evaluar el 
potencial de producción etanólica que se obtendría mediante la conversión total de los 
carbohidratos presentes en el alga, el rendimiento puede llegar a incrementarse hasta un 
valor comparable con sustratos como el trigo o el maíz, éste último base de la mayor 
producción de etanol a nivel mundial liderada por Estados Unidos.  
Con base en lo anterior el empleo del alga Nostoc sp. LAUN015 presenta un rendimiento 
equiparable a procesos de producción de primera generación y tiene un potencial de 
producción 4.5 veces mayor al obtenido. Adicionalmente, existe la posibilidad de 
incrementar el rendimiento en términos de litros de etanol anual por área empleada, 
gracias a que el cultivo de microalgas requiere menor cantidad de área respecto a los 
cultivos tradicionales empleados en la industria etanólica, el tiempo de reproducción y 
cosecha es menor y la mayor eficiencia fotónica y de empleo de dióxido de carbono 
mayor cantidad de biomasa producida (Demirbas, 2010; John et al., 2011).  No obstante, 
se requiere un estudio exhaustivo de cultivo del alga a mayor escala y en condiciones de 
fotoperiodo e intensidad lumínica similares a las que se cultivan los sustratos empleados 
actualmente que permitan corroborar el mayor rendimiento de producción respecto al 
área empleada. 
La productividad de etanol calculada que se obtendría al emplear Nostoc sp. LAUN015 
como sustrato es mucho mayor que la obtenida actualmente en procesos de producción 
que emplean como materia prima cultivos de primera generación; llegando a representar 
4.7 veces la obtenida empleando maíz y casi 2 veces la obtenida con caña de azúcar. 
Los cálculos realizados se basaron en el rendimiento obtenido en el presente estudio 
(0,054 g etanol/ g biomasa), por tanto se podría inferir que en el escenario en que se 
lograra un mayor rendimiento de etanol mediante el empleo de esta microalga, por el uso 
de todos los carbohidratos presentes, la productividad llegaría a ser hasta 5 veces mayor 
que la calculada y superaría con un margen aún mas amplio las productividades 
obtenidas actualmente con otro tipo de cultivos. 
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Tabla 4-3: Comparación del rendimiento potencial de producción de etanol a partir de 
residuos lignocelulósicos y de algas.  
 
Fuente de Biomasa 
Rendimiento 
obtenido 
Potencial esperado 
Referencia 
 
(todos los azúcares) 
 
L etanol / 
ton biomasa 
L etanol / 
ton biomasa 
  
Kappaphycus 
alvarezii 149 160 
Khambhaty et al., 
2012 
 
Laminaria japonica 138 355 Lee & Lee, 2012 
Algas  
Clamydomonas 
reinhardtii 370 368 Horn et al., 2000 
  
Nostoc sp. 
LAUN015 68 326 Presente estudio 
  Cascarilla arroz  -  454 Sarkar et al., 2012 
Ligno- Casacarilla trigo - 307 Sarkar et al., 2012 
celulósicos  Fibra de maíz - 376 Sarkar et al., 2012 
  Bagazo - 419 Sarkar et al., 2012 
 
Los procesos de producción de etanol de segunda y tercera generación, comparten 
características importantes como la necesidad de degradación de los polímeros que 
contienen los azúcares fermentables y la presencia en diferente proporción de múltiples 
monosacáridos, entre ellos pentosas como la xilosa y arabinosa. A futuro, se estima que 
los residuos lignocelulósicos jugaran un papel importante en la producción de energía 
mediante el reemplazo gradual de los actuales procesos de primera generación (IEA, 
2009), por tanto es conveniente hacer una comparación del potencial de producción de 
las materias primas empleadas en los procesos de segunda y tercera generación. 
La Tabla 4-3 presenta el potencial de producción de etanol que se obtendría al emplear 
todos los azúcares tanto pentosas como hexosas presentes en las diferentes materias 
primas; se observa que los rendimientos obtenidos mediante el uso materiales 
lignocelulósicos como cascarillas de trigo y arroz, fibras de maíz y bagazo pueden llegar 
a ser similares a los obtenidos con el uso de algas como L. japónica, C. reinhardtii e 
incluso la cianobacteria nativa Nostoc sp. LAUN015, lo que supone un escenario positivo 
a futuro en términos de rendimiento para el empleo de algas en la producción de etanol. 
Sin embargo, es necesario profundizar investigativamente en áreas como el estudio de 
nuevas especies de algas, la mayor producción de biomasa y el mejoramiento de los 
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procesos de hidrólisis, que permitan la implementación futura de esta tecnología como un 
proceso viable, sostenible y económicamente factible de producción energética. 
 
 
 
 
 
 

  
 
5 Conclusiones y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
 
El rendimiento de producción de etanol obtenido empleando como sustrato los 
polisacáridos presentes en la microalga Nostoc sp. LAUN015 fue 0.054 g etanol/g 
biomasa, un valor menor que el obtenido por estudios similares que igualmente 
emplearon biomasa de algas y que generaron rendimientos de hasta 0.29 g etanol/g 
biomasa. Sin embargo, la no utilización de todos los azúcares fermentables presentes en 
el medio fermentantivo influyó en la disminución del rendimiento obtenido, lo que sugiere 
que el potencial de producción podría llegar a ser mayor, superando así los rendimientos 
obtenidos con el uso de materias primas de primera generación. 
 
La cianobacteria nativa Nostoc sp. LAUN015 exhibe excelente crecimiento en el medio 
de cultivo BG11 tanto sólido como líquido, presentando una de producción de biomasa 
promedio de 0.1274 g/L.dia, valor que supera entre dos y tres veces la productividad 
reportada para especies similares como Nostoc SAG2306 y Anabaena PCC7120, en 
condiciones similares. Adicionalmente, la cianobacteria cultivada presenta humedad 
cercana al 98.6% y fracción orgánica compuesta por carbohidratos correspondientes al 
50.5% del peso seco total y 14.79% de proteína soluble. 
 
La cepa Nostoc sp. LAUN015 al ser cultivada en las condiciones evaluadas durante este 
estudio, expresa durante el crecimiento una capa mucilaginosa como polisacárido 
extracelular que recubre el filamento celular y permanece íntimamente adherida a él 
durante todo el cultivo. Éste mucílago corresponde a 57.4%% de carbohidratos, 15.8% 
de ácidos urónicos y 2.62% de proteína. La fracción considerable de carbohidratos 
presentes lo convierten en una posible fuente de azúcares que pueden ser empleados en 
diversas aplicaciones como la producción energética. 
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El polisacárido extracelular aislado de la cepa Nostoc sp. LAUN015 posee rasgos 
composicionales, propiedades físicas, comportamiento térmico y reólogico similares a 
polímeros naturales utilizados industrialmente como la goma xantan, goma guar y goma 
arábiga, al igual que a polímeros extraídos de otras cianobacterias. Teniendo en cuenta 
la tendencia a aumentar el uso de productos provenientes de fuentes biológicas, éste 
polisacárido es un candidato potencial para ser utilizado en aplicaciones industriales 
como en el sector cosmético, farmacéutico e incluso en tratamiento de efluentes 
ambientales. 
 
Durante la hidrólisis del exopolisacárido los parámetros de temperatura y concentración 
del ácido influyen sobre el grado de liberación de los monosacáridos componentes. Se 
encontró que a mayor temperatura y  mayor porcentaje de ácido la presencia de los 
monosacáridos glucosa y arabinosa aumenta, por tanto las mejores condiciones 
evaluadas en este estudio en términos de mayor concentración de azúcares 
fermentables obtenidos fueron 125°C y 5%v/v de ácido sulfúrico. 
 
La cinética de hidrólisis obtenida empleando los mejores parámetros encontrados, 
muestran que la reacción presenta un comportamiento ajustable a una cinética 
exponencial de liberación del producto (monosacárido glucosa), donde cerca del 93% de 
la liberación de ocurre antes de los 60 minutos de reacción.  
 
La productividad estimada de etanol empleando el alga Nostoc sp. LAUN015 si se tiene 
como base el rendimiento obtenido en este estudio, es cercana a 9700 L etanol/ha/año y 
corresponde a 2 y 5 veces la productividad obtenida para cultivos como caña de azúcar y 
maíz, respectivamente. Lo anterior podría tomarse como un indicador de gran potencial 
para la generación de etanol, que se vería incrementado positivamente en el escenario 
en el que se logrará un fermentación exitosa de todos los azúcares presentes en el alga. 
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5.2 Recomendaciones 
 
Dado que múltiples estudios reportan que los parámetros de cultivo de las cianobacterias 
pueden afectar la cantidad de polisacárido expresado y su composición, sería 
recomendable estudiar los parámetros de crecimiento óptimos para la máxima 
acumulación de polisacárido con las mayores concentraciones de azúcares fermentables. 
  
Es recomendable realizar la hidrólisis los polisacáridos constitutivos del mucílago, por vía 
hidrólisis con ácido concentrado o enzimática, de tal manera que disminuya el riesgo de 
destrucción de los azúcares presentes y por tanto sea factible un aumento en el 
rendimiento de la producción de etanol. 
 
Así mismo, se hace conveniente analizar estrictamente la concentración de los azúcares 
manosa, galactosa y xilosa para determinar la composición exacta de los carbohidratos 
presentes en la cianobacteria, y en el polisacárido, esto permitiría determinar un 
rendimiento de producción mas acertado que incluyera todos los azúcares que fueron 
empelados pro la levadura y por tanto se podría dar una conclusión más certera acerca 
de las posibilidades de utilización de la microalga como fuente en carbono en la 
producción de etanol. 
 
Por ultimo, se recomienda estudiar las posibles causas que condujeron la detención en el 
consumo de los azúcares fermentables presentes en el medio durante la fermentación 
por parte de la levadura empleada. 
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A. Anexo: Elaboración de los Medios 
de Cultivo  
 
 
Medio BG11 
Empleado satisfactoriamente para el crecimiento de la mayoría de cianobacterias. Para la 
realización del medio BG110 se sustituye el nitrato de sodio por 1g/L de cloruro de sodio. 
El pH debe ser ajustado a un rango de 7.1 a 7.5 y posteriormente esterilizado a 121°C, 
17 inHg de presión durante mínimo 20 minutos. 
 
Tabla A.1 Composición del medio BG11 líquido. (Andersen et al., 2005) 
NaNO3 1.5 g 
K2HPO4 0.040 g 
MgSO4.7H2O 0.075 g 
CaCl2.2H2O 0.036 g 
Ácido cítrico 0.006 g 
Citrato de hierro y amonio 0.006 g 
EDTA (sal disódica) 0.001 g 
NaCO3 0.020 g 
Mezcla trazas de metales 1 mL 
Agua destilada 1 L 
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Tabla A.2 Mezcla de trazas de metales, medio BG11 (Andersen et al., 2005) 
H3BO3 2.860 g 
MnCl2.4H2O 1.810 g 
ZnSO4.7H2O 0.222 g 
NaMoO4.2H2O 0.390 g 
CuSO4.5H2O 0.079 g 
Co(NO3)2.6H2O 49.3 mg 
Agua destilada 1000 mL 
 
 
Medio YM 
Medio selectivo para el crecimiento de organismos acidófilos como algunas levaduras y 
hongos, fue empleado para cultivar la levadura S. cerevisiae Red Fermentis®. El pH del 
medio debe ser ajustado a un rango de 4.5 a 5.5. 
Tabla A.3 Composición del medio YM líquido. 
Extracto de levadura 3.0 g 
Extracto de malta 3.0 g 
Triptosa 5.0 g 
Glucosa 10 g 
Agua destilada 1000 mL 
 
 
 
 
 
 
 
 
B. Anexo: Curvas de calibración 
para los métodos de medición de 
proteínas, carbohidratos totales, y 
ácidos urónicos. 
 
 
Figura A.1 Curva de calibración del método carbazol-ácido sulfúrico para medición de 
ácidos urónicos.  
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Figura A.2 Curva de calibración del método Bradford Biorad® para medición de proteína.  
 
Figura A.3 Curva de calibración del método fenol-ácido sulfúrico para medición de 
carbohidratos totales.  
  
 
y	  =	  0.9387x	  +	  0.063	  
R²	  =	  0.99689	  
0.000	  
0.200	  
0.400	  
0.600	  
0.800	  
1.000	  
1.200	  
0.0	   0.2	   0.4	   0.6	   0.8	   1.0	   1.2	  
Ab
so
rb
an
ci
a	  
59
5n
m
	  
BSA	  mg/ml	  
y	  =	  0.0176x	  -­‐	  0.0294	  
R²	  =	  0.97388	  
0.000	  
0.100	  
0.200	  
0.300	  
0.400	  
0.500	  
0.600	  
0	   5	   10	   15	   20	   25	   30	  
Ab
so
rb
an
ci
a	  
49
0n
m
	  
Can6dad	  de	  azúcares	  como	  glucosa	  (μg)	  
 
 
 
 
C. Anexo: Curvas de calibración para 
medición de glucosa, arabinosa y 
etanol por HPLC  
 
Figura A.4 Curva de calibración para diferentes concentraciones de etanol, glucosa y 
arabinosa, por medio de HPLC. 
 
 
 
 
 
y	  =	  1.243E+06x	  +	  3.799E+05	  
R²	  =	  9.988E-­‐01	  
y	  =	  2.559E+06x	  +	  1.872E+05	  
R²	  =	  1.000E+00	  
y	  =	  2.691E+06x	  -­‐	  4.849E+04	  
R²	  =	  9.996E-­‐01	  
0.00E+00	  
5.00E+06	  
1.00E+07	  
1.50E+07	  
2.00E+07	  
2.50E+07	  
3.00E+07	  
0.0	   5.0	   10.0	   15.0	   20.0	  
Ar
ea
	  
Concentra6on	  [mg/mL]	  
Area	  vs.	  Concentración	  
Etanol	  
Glucosa	  
Arabinosa	  

 
 
 
 
D. Anexo: Cromatograma hidrólisis 
(125°C, 5%v/v ácido, 90 minutos) 
Figura A.5.  
 
 
 
 

 
 
 
 
E. Anexo: Cromatogramas obtenidos 
durante la fermentación. 
Figura A.6. Cromatograma obtenido para el hidrolizado de biomasa de Nostoc sp. 
LAUN15, tiempo: 0h, inicio de la fermentación.  
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Figura A.7 Cromatograma obtenido del medio de cultivo a las 2 horas de fermentación
 
Figura A.8 Cromatograma obtenido del medio de cultivo a las 4 horas de fermentación 
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